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RESUMEN EN INGLÉS 
Human metapneumovirus (hMPV) and human respiratory syncytial virus 
(hRSV) are members of the new Pneumoviridae family of viruses, recently 
detached from the Paramyxoviridae family. Both viruses, but particularly hRSV, 
account for the majority of bronchiolitis and severe lower respiratory tract infections 
worldwide in infants and very young children, and they are also a frequent cause of 
morbidity and mortality in the elderly and immunocompromised adults. hMPV and 
hRSV are similar in genomic organization, viral structure, antigenicity and clinical 
symptoms. There are no licensed hMPV or hRSV vaccines currently available. 
Efforts to control these pathogens are now focused on the prophylactic use of 
neutralizing antibodies against the fusion protein (F) and the development of 
efficacious and safety vaccines based on the F glycoprotein, which is the primary 
target of neutralizing antibodies and is thus a critical vaccine antigen.  
The F protein promotes fusion of the virus and the cell membranes during 
virus entry. While the fusion membrane occurs, the F protein transits from a 
metastable pre-fusion conformation to a highly stable post-fusion conformation. The 
recently determined atomic structures of hRSV F and hMPV F in the postfusion 
conformation have revealed a high degree of structural similarity, including known 
antigenic sites such as antigenic sites II and IV. However, no cross-neutralization is 
observed in polyclonal antibody responses raised after immunization with purified 
viral F proteins, despite sporadic reports of cross-neutralizing monoclonal 
antibodies (mAbs).  
In this Thesis we first describe the generation and characterization of a 
panel of mAbs based on their postfusion conformational specificity, or their 
neutralization activity. Some of these antibodies could be mapped onto hMPV F 
antigenic sites II and IV.  
The main objective of this Thesis was to design chimeric F proteins in which 
certain antigenic sites of one virus were replaced by the equivalent antigenic site of 
the other virus. The antigenic changes were monitored with virus-specific mAbs to 
confirm that the resulting chimeric proteins gained site-specific epitopes of the 
heterologous virus. Moreover, mice immunization with these chimeras induced 
polyclonal cross-reactive and cross-neutralizing antibody responses and mice were 
even protected against a challenge with the virus used for grafting of the 
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heterologous antigenic site. These results set the path for the generation of 
“universal vaccines” that could protect against infections by the Pneumoviridae.        
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I. INTRODUCCIÓN 
1. Clasificación del hMPV y del hRSV 
El virus respiratorio sincitial humano (hRSV) se aisló por primera vez en 
1955 (Blount et al., 1956) y el metapneumovirus humano (hMPV) en el año 2001 
(van den Hoogen et al., 2001). En 2016 estos virus se han reclasificado en la 
recién creada familia de los Pneumoviridae, que agrupa a los géneros 
Orthopneumovirus y Metapneumovirus (Figura 1). El género Orthopneumovirus 
incluye el virus respiratorio sincitial humano (hRSV), el virus respiratorio sincitial 
bovino (bRSV) y el virus de la neumonía del ratón (VNR); y el género 
Metapneumovirus a los metapneumovirus humano (hMPV) y aviar (aMPV). La 
clasificación en estos dos géneros está basada principalmente en su constelación 
génica, ya que los metapneumovirus carecen de ciertas proteínas no estructurales 
y el orden de los genes difiere del que tienen los orthopneumovirus. Se ha elevado 
el status de esta nueva familia de los Pneumoviridae (anteriormente subfamilia 
dentro de los Paramyxoviridae) porque los miembros de este nuevo taxón están 
estrechamente relacionados no solo con los paramixovirus sino también con los 
filovirus (Afonso et al., 2016). 
Los virus de familia Pneumoviridae pertenecen al orden de los 
Mononegavirales, cuyos miembros comparten ciertas características tales como: 
(1) su genoma es una única molécula de RNA de polaridad negativa que se 
encuentra asociada con la nucleoproteína viral (formando una nucleocápsida viral 
que le confiere resistencia a la digestión por RNAsas) y con la polimerasa viral; (2) 
su RNA polimerasa transcribe el genoma de forma secuencial, dando lugar a RNA 
mensajeros (mRNA); (3) su ciclo replicativo es citoplasmático; (4) las partículas 
virales poseen una envuelta lipídica procedente de la membrana plasmática de la 
célula infectada, donde están ancladas las glicoproteínas virales; y (5) la entrada 
en la célula hospedadora se produce por la fusión de membranas del virus y de la 
célula.    
 
 
 
 
Figura 1. Clasificación de los virus de la familia Pneumoviridae 
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2. Estructura del virión del hMPV 
El virión del hMPV es pleomórfico, pudiéndose observar por microscopía 
electrónica (ME) tanto partículas virales esféricas, con un diámetro entre 150-
600nm, como formas filamentosas. Al igual que en otros Pneumoviridae como el 
hRSV (Figura 2), los viriones del hMPV tienen una nucleocápsida recubierta por 
una capa proteica formada por la proteína matriz (M) que está por debajo de una 
envuelta lipídica, característica de estos virus. En la envuelta lipídica se encuentran 
ancladas tres glicoproteínas virales de superficie: la glicoproteína de unión al 
receptor o proteína G, la proteína F encargada de la fusión de las membranas viral 
y celular, y una proteína pequeña, minoritaria e hidrofóbica, denominada SH. Las 
proteínas G y F forman las espículas que se observan al ME. La nucleocápsida 
viral está compuesta por el RNA viral (vRNA) al que están asociadas la 
nucleoproteína (N), la fosfoproteína (P), la polimerasa viral (L) y la proteína M2-1. 
 
 
 
 
 
  
3. Organización génica 
El material genético del hMPV es una molécula de RNA (vRNA) de cadena 
sencilla y polaridad negativa de aproximadamente 13,4 Kb (~2 Kb más corto que el 
del hRSV). A diferencia del genoma del hRSV, el genoma del hMPV carece de dos 
genes que codifican las proteínas no estructurales NS1 y NS2, y el orden de los 
genes F y M2 es diferente entre ambos virus en relación con el resto de genes 
(Figura 3). El genoma del hMPV se transcribe en ocho RNAs mensajeros 
(mRNAs), que codifican las proteínas virales: nucleoproteína (N),  fosfoproteína 
(P), proteína matriz (M), proteína de fusión (F), proteína SH,  proteína de unión al 
receptor (G) y polimerasa viral (L) (Biacchesi et al., 2003; van den Hoogen et al., 
2002). El gen M2 tiene dos marcos de lectura abiertos que codifican las proteínas 
Figura 2. Representación esquemática de las partículas virales del hMPV y del 
hRSV. Se señala la localización de las distintas proteínas que componen el virión.  
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M2-1 (o 22K) y M2-2, por lo que el número total de proteínas codificadas por el 
genoma del hMPV es nueve.   
 
 
 
 
 
Al igual que en el hRSV y otros virus RNA de cadena negativa no 
segmentada, en el extremo 3’ del RNA genómico se sitúa una región no codificante 
denominada “leader”, que contiene el único promotor utilizado tanto para la 
transcripción del RNA como para la síntesis del antigenoma (se explicará más 
adelante). En su extremo 5’ se localiza otra región extragénica denominada 
“trailer”, que contiene la secuencia del promotor antigenómico para la síntesis del 
RNA de la progenie viral. Las regiones “leader” y “trailer” tienen cierta 
complementariedad, porque ambas contienen elementos básicos del promotor viral 
(Mink et al., 1991). 
      En ambos virus (hRSV y hMPV) la transcripción del genoma se produce de 
manera secuencial, dando  lugar a mRNAs que adquieren una estructura “cap” en 
su extremo 5’ (para que su traducción la lleven a cabo los ribosomas de la célula 
infectada) y una cola de poli-A en el extremo 3’. Sin embargo, la replicación del 
vRNA comprende la síntesis de una copia completa en sentido positivo del genoma 
(complementaria), denominada antigenoma que no posee “cap” ni está 
poliadenilado. Ambos procesos, transcripción y replicación, se producen en el 
citoplasma. 
Al igual que en otros pneumovirus y paramixovirus, cada gen del hMPV 
comienza con una secuencia consenso denominada “Gene Start” (GS) 
CCCUGUUU/CA, y el codón de inicio de cada ORF se encuentra 4 nucleótidos 
después de esta secuencia (van den Hoogen et al., 2002). Esta región GS está 
altamente conservada entre todos los genes excepto en los genes L y SH, que es 
ligeramente distinta. La región GS también está presente en los genes del hRSV, 
Figura 3. Esquema comparativo de los genomas del hRSV y hMPV. El mapa genético del 
hRSV se muestra en la parte superior y el del hMPV en la parte inferior. En color morado se 
muestran los genes no estructurales solo presentes en el hRSV; en azul los genes que 
tienen igual orden en ambos genomas y en verde los genes que varían su posición en los 
genomas del hRSV y el hMPV. La longitud de cada gen en nucleótidos está indicada en la 
parte superior de cada genoma, y las regiones intergénicas en la parte inferior.  
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con una secuencia muy similar (CCCCGUUUA(U/C)) (Biacchesi et al., 2003). Su 
función es la de determinar el inicio de la transcripción. Los genes finalizan con una 
secuencia de 12-15 nucleótidos menos conservada denominada “Gene End” (GE) 
(UCAAUnnnUUUU), que dirige la terminación de la transcripción y la 
poliadenilación del mRNA. 
En ambos virus, los genes están separados por regiones intergénicas de 
longitud y secuencia variable (2 a 190 nucleótidos) tanto entre las distintas 
regiones intergénicas de los distintos genes que componen el genoma del hMPV, 
como entre las regiones intergénicas de otras cepas del hMPV o de otros virus 
relacionados (Biacchesi et al., 2003).  
4. Ciclo replicativo del hMPV 
El ciclo infectivo del hMPV es análogo al del hRSV (Collins PL and Karron 
RA, 2013). Un esquema de las diversas etapas del ciclo infectivo del hMPV se 
muestra en la Figura 4. La infección comienza con la unión del virus a la célula 
hospedadora, mediada principalmente por la proteína G. Diversos estudios 
sugieren que esta proteína se une a glicosaminoglicanos presentes en la 
membrana de la célula como el heparán sulfato (Thammawat et al., 2008). Tras la 
unión se produce la activación de la proteína F que va a promover la fusión de las 
membranas viral y celular (se explicará en el apartado 9.1). La proteína matriz (M), 
que rodea la parte interna de la bicapa lipídica, se desestructura y permite la 
liberación de la nucleocápsida viral al citoplasma celular.  
Se ha propuesto un modelo común de transcripción y replicación para todos 
los pneumovirus y paramixovirus (Lamb and Jardetzky, 2007). Según este modelo, 
la transcripción se produce de forma secuencial y polar a partir de un único 
promotor de la transcripción, situado en la región “leader” del extremo 3’ del RNA 
viral (vRNA). La polimerasa se une al promotor viral y lleva a cabo la transcripción 
del genoma por un mecanismo secuencial de inicio, terminación y reiniciación de la 
síntesis de RNA que producirá una serie de mRNAs. Para ello, la polimerasa viral 
se guía por las señales antes mencionadas GS y GE muy conservadas y presentes 
en los extremos de cada gen (Dickens et al., 1984; Fearns and Collins, 1999; Kuo 
et al., 1996b).  
El complejo de la transcripción está formado por al menos las proteínas L, P 
y M2-1. Este complejo reconoce a las secuencias GS y transcribe el gen completo, 
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Figura 4. Esquema del ciclo replicativo del hMPV.  
Modificado de Schilden et al., 2011 
hasta que llega a la secuencia GE, momento en el que se detiene la transcripción y 
se produce la poliadenilación por copia reiterada de las secuencias ricas en Us. El 
complejo de la polimerasa atraviesa entonces una región intergénica no 
codificante, sin soltarse del RNA molde, hasta que encuentra de nuevo otra 
secuencia GS, iniciando de nuevo la transcripción del siguiente gen. (Kuo et al., 
1996a). 
Como en el resto de los mononegavirales, la transcripción secuencial genera 
un gradiente polar de abundancia de los mRNAs. Los mRNAs de los genes más 
cercanos al extremo 3’ son más abundantes, ya que, cuando la polimerasa finaliza 
la trascripción de un gen, tiene cierta probabilidad de soltarse del molde y no 
transcribir el siguiente gen. La longitud y secuencias variables de las regiones 
intergénicas contribuyen también a modular la abundancia de los distintos mRNAs 
(Hardy et al., 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La replicación del RNA se produce cuando la polimerasa, por algún 
mecanismo aún desconocido, ignora las señales de inicio y terminación de la 
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transcripción y sintetiza un intermediario replicativo denominado antigenoma 
(cRNA). El antigenoma es una copia completa del vRNA pero de polaridad positiva 
que sirve de molde para la síntesis de genomas completos que se incorporarán a 
la progenie viral. Se piensa que la replicación se produce cuando en la célula 
infectada se ha acumulado una cantidad de proteína N suficiente para que, a 
medida que se va sintetizando el cRNA, este vaya siendo encapsidado por la 
proteína N libre. Además, en el caso del hRSV el cambio de transcripción a 
replicación está modulado  de alguna manera por la proteína M2-2. Así la 
inactivación de la expresión de la proteína M2-2 da lugar a un virus atenuado en el 
que la producción de mRNA está aumentada respecto a la de vRNA (Bermingham 
and Collins, 1999). Se asume que la proteína M2-2 desempeña un papel similar en 
el ciclo replicativo del hMPV. 
Las glicoproteínas de superficie (F, G y SH), tras pasar por el retículo 
endoplásmico y por el Golgi, se dirigen a la membrana plasmática de la célula por 
la vía exocítica. La proteína M, situada en la cara interna de la membrana 
plasmática, coordina el ensamblaje del virión, interaccionando simultáneamente 
con la nucleocápsida y con las colas citoplasmáticas de las glicoproteínas de 
superficie insertadas en la membrana plasmática de la célula. Las nuevas 
partículas virales incorporan por tanto la envuelta lipídica procedente de la célula 
infectada y salen de la célula por gemación. 
5. Epidemiología  
El virus respiratorio sincitial humano (hRSV) es el principal agente etiológico 
causante de infecciones agudas de las vías respiratorias en niños menores de dos 
años. Un estudio prospectivo llevado a cabo en EEUU mostró que, cada año, uno 
de cada trece niños menores de cinco años que requiere atención médica primaria, 
se debe a una infección por hRSV (Hall et al., 2009) y que estas representan el 
23,3% de las hospitalizaciones por infecciones del tracto respiratorio (ITR). Se 
estima que, cada año, se producen alrededor de 34 millones de nuevas infecciones 
del hRSV en niños menores de 5 años, causando 66.000-199.000 muertes cada 
año, la mayoría de ellas en países desarrollados (Nair et al., 2010). Diversos 
estudios retrospectivos han demostrado que el metapneumovirus humano (hMPV) 
también tiene un gran impacto clínico en niños de corta edad. Se estima que entre 
un 5-10% de los niños hospitalizados con ITR son positivos para el hMPV (Esper et 
al., 2004). La práctica totalidad de los niños menores de dos años han sido 
infectados por el hRSV (Glezen et al., 1986) y ocurre lo mismo con el hMPV, donde 
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la mayoría de los niños antes de los 5-10 años han sido expuestos al hMPV 
(Ebihara et al., 2003; van den Hoogen et al., 2001). 
Las reinfecciones son frecuentes tanto en el caso del hMPV como del 
hRSV. Entre el 5 y el 10% de los adultos se infectan anualmente por estos virus 
(Falsey, 2007), pero en individuos sanos la sintomatología suele ser leve y los 
casos de hospitalización muy poco frecuentes debido a que la inmunización 
inducida por exposiciones anteriores al virus parece reducir la infección por el virus 
y los síntomas de la enfermedad. Sin embargo, en ancianos debido a su 
inmunosenescencia, o en adultos con enfermedades cardiopulmonares y en 
individuos inmunocomprometidos, especialmente aquellos con deficiencias en 
linfocitos T, existe un riesgo elevado de desarrollo de infecciones graves causadas 
por estos virus. 
Las infecciones por ambos virus tienen un patrón estacional, con brotes 
epidémicos de 4-5 meses y con su pico máximo de incidencia en enero en el 
hemisferio norte para hRSV y 1-2 meses más tarde para el hMPV (Heininger et al., 
2009; Pilger et al., 2011). Dado el solapamiento estacional existente entre estos 
virus, se han descrito frecuentemente co-infecciones de ambos virus así como con 
otros virus como el virus de la gripe (Greensill et al., 2003). Esto probablemente ha 
hecho que las infecciones por hMPV se hayan subestimado, pues la mayor parte 
de los estudios se realizaron con muestras negativas para otros virus. 
6. Variabilidad genética del hMPV 
Las secuencias de nucleótidos de aislados del hMPV han demostrado la 
existencia de dos linajes genéticos, A y B (Biacchesi et al., 2003; Boivin et al., 
2002; Peret et al., 2002; van den Hoogen et al., 2002), con una identidad de 
secuencia de nucleótidos del 80% en promedio entre ambos linajes y una identidad 
del 92-93% entre cepas del mismo linaje. Análisis filogenéticos posteriores 
realizados con secuencias parciales de la proteína F y secuencias completas de la 
proteína G revelaron que cada linaje se dividía a su vez en dos sublinajes, 1 y 2 
(Papenburg et al., 2013; van den Hoogen et al., 2004). La proteína F posee una 
identidad de secuencia de nucleótidos del 94-97% entre los linajes A y B, y >98% 
entre los sublinajes (A1 y A2, B1 y B2 respectivamente). La mayor variabilidad 
genética se observó en la proteína de unión al receptor G, donde solo hay un 30-
35% de identidad de secuencia de nucleótidos entre virus de los linajes A y B. 
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En lo que a identidad de secuencia de aminoácidos se refiere, el linaje A del 
hMPV tiene un alto grado de homología de secuencia con aislados del linaje B en 
todos sus genes, a excepción de los codifican para las proteínas SH y G (Tabla 1). 
Comparando el hMPV linaje A con otros virus pertenecientes a la familia de los 
Pneumoviridae, hay una elevada identidad de secuencia de aminoácidos con otros 
virus del género metapneumovirus como el metapneumovirus aviar tipo C (aMPV 
C). Ahora bien, esa identidad de secuencia se reduce a <50% en promedio cuando 
se compara con virus del género orthopneumovirus como el hRSV. En el caso de 
la proteína F, de la que se hablará con más detalle en sucesivos apartados de la 
tesis, la identidad de secuencia de aminoácidos entre los distintos linajes del hMPV 
es del 95% mientras que la identidad de secuencia entre la proteína F del hMPV 
(linaje A) y la del hRSV (tipo A) es tan solo de un 33% (van den Hoogen et al., 
2001).  
Virus N P M SH G F M2-1 M2-2 L 
hMPV B 96 85 97 59 37 95 96 89 89 
aMPV C 88 68 87 24 23 81 83 56 80 
hRSV A 42 35 38 23 15 33 36 17 45 
bRSV 44 22 38 ND ND 34 35 13 ND 
PVM 44 21 37 ND ND 33 34 12 ND 
 
 
 
7. Patogénesis y diagnóstico 
La infección por el hMPV y el hRSV comienza en las células epiteliales de 
las vías respiratorias altas y tiene un periodo de incubación de 4-5 días. En los 
casos más graves, se produce una diseminación de la infección a las vías 
respiratorias bajas, causada por la infección de células adyacentes y por la 
aspiración de secreciones nasofaríngeas. La sintomatología que producen el hRSV 
y el hMPV es indistinguible, pero suele ser más leve en infecciones producidas por 
el hMPV (Boivin et al., 2002). Se ha descrito un amplio cuadro de síntomas clínicos 
asociados a infecciones por estos virus en pacientes de todas las edades, que van 
desde infecciones leves del tracto respiratorio (ITR) hasta infecciones graves que 
requieren hospitalización e incluso pueden causar la muerte. En el caso del hMPV 
no hay consenso sobre si la gravedad de la infección está asociada a la infección 
por virus de diferentes sublinajes (Agapov et al., 2006; Kaida et al., 2006). 
Tabla 1. Porcentaje de identidad de secuencia de aminoácidos entre las 
proteínas del hMPV (linaje A) y representantes de todos los pneumovirus. Los 
virus están ordenados de mayor a menor homología de aminoácidos con el hMPV 
(linaje A). Los números en negrita y cursiva resaltan la identidad de secuencia de las 
proteínas F, por su importancia en esta tesis. aMPV C: metapneumovirus aviar tipo 
C, hRSV A: virus respiratorio sincitial humano del grupo A; bRSV: virus respiratorio 
sincitial bovino; PVM: virus de la pneumonía del ratón. ND, no determinado.  
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En general, en niños menores de 5 años, estas infecciones se presentan 
con síntomas leves tales como fiebre, congestión nasal, tos, faringitis y otitis 
media; y la duración de los síntomas suele ser de una semana. En los casos más 
graves (30-50% de los casos de infecciones por hRSV), la infección se expande a 
las vías respiratorias bajas donde se pueden producir cuadros clínicos como 
rinofaringitis, bronquiolitis o neumonía, llegando a causar la muerte. En adultos 
sanos se suelen observar los síntomas típicos del resfriado común, como tos, 
congestión nasal, ronquera, dolor de garganta y fiebre leve. 
También se han descrito cuadros clínicos muy poco frecuentes, como 
episodios de sensibilización al asma en niños con enfermedad grave por hRSV 
(Collins and Graham, 2008) o el desarrollo de encefalopatías producidas por el 
hMPV (Niizuma et al., 2014). 
No es posible realizar un buen diagnóstico clínico diferencial entre estos 
virus y otros agentes causantes de ITRs en niños de muy corta edad, por la 
semejanza entre los síntomas que pueden desarrollar. El diagnóstico más fiable es 
el aislamiento de virus procedente de secreciones respiratorias en cultivos 
celulares. Pero la labilidad del hRSV y el lento crecimiento del hMPV imposibilitan 
el uso de esta técnica en la práctica clínica. Por eso las pruebas de detección 
rápidas son de gran importancia para evitar el uso indebido de antibióticos. La 
utilización de anticuerpos monoclonales comerciales permite la detección de 
antígeno viral de forma rápida por métodos inmunoquímicos pero normalmente  
son métodos que tienen baja sensibilidad (Landry et al., 2005). En general se 
recomienda la detección de RNA viral por RT-PCR en lavados nasofaríngeos como 
método más fiable (Ebihara et al., 2005; Landry et al., 2005).   
8. Respuesta inmune frente al hMPV 
La respuesta inmune juega un papel determinante en la protección y en la 
recuperación de la infección por el hMPV y el hRSV. Los anticuerpos 
neutralizantes juegan un papel primordial en la protección frente a la infección por 
ambos virus (Alvarez et al., 2004; Hamelin et al., 2005; MacPhail et al., 2004; van 
den Hoogen et al., 2007), mientras que la respuesta celular tiene un papel más 
significativo en la eliminación los mismos. 
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8.1. Barreras físicas e inmunidad innata 
La primera línea de defensa del huésped frente a una infección por el hMPV 
o el hRSV incluye las barreras físicas del glicocalix de la superficie de las células 
epiteliales y de la capa de mucosa presente en las vías respiratorias.  
Tras la infección por el hRSV, las células epiteliales y las células dendríticas 
plasmacitoides de las vías aéreas producen interferón (IFN) α/ß (tipo I), que inhibe 
directamente la replicación del virus y activa además rutas de señalización 
intracelulares que conducen a un “estado antiviral” en las células adyacentes que 
aún no han sido infectadas.  
Además, los Toll-like receptors (TLRs) presentes en la membrana 
plasmática de células de las vías respiratorias también juegan un papel importante 
en la respuesta inmune innata frente a una infección por estos virus. Así, la 
proteína F estimula los TLR4 en leucocitos que promueven la activación de la ruta 
NF-kß que conduce a la producción de citoquinas IL-6 e IL-8 y la inducción de IFN 
tipo I. Otros TLRs también están implicados en la respuesta frente a estos virus, 
aunque su mecanismo de acción aún no está claro. Las cascadas de señales 
mediadas por citoquinas y quimioquinas así generadas inducen una respuesta 
inflamatoria local y además facilitan la activación de la respuesta inmune 
adaptativa, tanto humoral (anticuerpos) como celular. 
8.2. Inmunidad humoral  
    La prevalencia de anticuerpos séricos frente al hMPV en niños mayores de 
10 años es del 100%, lo que quiere decir que virtualmente todas las personas se 
han infectado por el hMPV al menos una vez en su vida (van den Hoogen et al., 
2001). Los niños recién nacidos tienen anticuerpos IgG transferidos por la madre a 
través de la placenta. Existe una correlación positiva entre el título de anticuerpos 
maternos transferidos, el retardo de la infección y una patología más suave tras la 
primera infección frente al hRSV (Crowe, Jr. et al., 2001). Los anticuerpos 
maternos suelen ser de la subclase IgG1, y comienzan a atravesar la barrera 
placentaria aproximadamente a las 26 semanas de gestación y continúan hasta el 
nacimiento del niño. Es por eso que los niños prematuros tienen títulos de 
anticuerpos neutralizantes y protectores más bajos y esto incrementa su 
susceptibilidad a la infección (Collins et al., 2013). Tras unos meses, el título de 
anticuerpos maternos protectores disminuye. Debido a la inmadurez del sistema 
inmune tanto celular como humoral, el periodo más frecuente de primoinfección por 
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estos virus es entre los 2 y 6 meses de edad. Tras la primera infección, los títulos 
de anticuerpos neutralizantes son indistinguibles entre los niños que nacieron con 
elevados títulos de anticuerpos maternos y los que tuvieron títulos bajos (Shinoff et 
al., 2008). A medida que los niños van creciendo, se van produciendo 
reinfecciones y los niveles de IgG frente a las proteínas F y G van en aumento.  
Además de las IgG circulantes en el suero, los anticuerpos IgA de las 
mucosas y del tracto respiratorio tienen un papel protector importante frente a la 
infección por diversos agentes infecciosos (Freihorst and Ogra, 2001). Los 
anticuerpos IgA son particularmente eficientes en la restricción de la replicación del 
hRSV (Kaul et al., 1981) y estudios en animales demostraron que existe una 
correlación entre los niveles de IgA específicos frente al hMPV en el tracto 
respiratorio y los niveles de protección frente a la infección (Mok et al., 2008). 
En modelos animales se ha demostrado que la proteína F es el único 
antígeno viral capaz de inducir anticuerpos neutralizantes y protectores frente al 
hMPV (Biacchesi et al., 2005; Mok et al., 2008; Skiadopoulos et al., 2006; 
Skiadopoulos et al., 2004a; Tang et al., 2003). Debido a la importancia de la 
glicoproteína F en la inducción de anticuerpos neutralizantes y protectores frente a 
una infección por el hMPV, en el siguiente apartado de esta tesis (apartado 9) se 
describirán con detalle las características estructurales, antigénicas e 
inmunogénicas de las proteínas F del hMPV y se compararán con las del hRSV.  
8.3. Inmunidad celular 
Tras la infección, las células NK son las primeras en llegar al tracto 
respiratorio y producen INFγ que promueve la diferenciación de los linfocitos T 
CD8+ con actividad citolítica específica frente a las células infectadas. También 
contribuyen a la diferenciación de los linfocitos T CD4+ “helper”, que intervienen en 
la activación y amplificación de las respuestas inmunes celular y humoral. Las 
células NK también parecen tener un papel directo en el control de la infección, ya 
que en ratones deplecionados de células NK los títulos de virus en sus pulmones 
aumentaron significativamente (Alvarez et al., 2004). En pacientes 
inmunocomprometidos las infecciones por hMPV y hRSV son más graves. Esto 
sugiere que los linfocitos T juegan un papel importante en la eliminación del virus 
(Cane et al., 2003; Martino et al., 2005; Williams et al., 2006).  Ratones deficientes 
en linfocitos T CD4+ y CD8+ tuvieron títulos mayores de virus en los pulmones que 
los grupos control. Pero esos ratones también mostraron menor pérdida de peso y 
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efectos citopatológicos menos agresivos que el grupo control, lo que sugiere que 
la respuesta inmunológica frente al virus contribuye en cierta manera al desarrollo 
de la enfermedad y a su gravedad (Kolli et al., 2008). Estudios recientes en 
ratones han evidenciado que los macrófagos promueven una respuesta inmediata 
mediada por citoquinas pro-inflamatorias tras una infección por el hRSV, y que 
estas células son las mayores productoras de INF tipo I (Pribul et al., 2008). 
9. Glicoproteína F 
La proteína de fusión (F) de los paramixovirus y pneumovirus desempeña 
un papel primordial en la infección viral, promoviendo la fusión de las membranas 
viral y celular, que ocurre normalmente a pH neutro. La fusión de las membranas 
permite la liberación de la nucleocápsida del virus al citoplasma de la célula 
hospedadora iniciándose así la fase citoplasmática del ciclo infectivo. La proteína F 
sintetizada en la célula infectada se localiza en su membrana plasmática facilitando 
así la fusión de esa membrana con la de células adyacentes dando lugar a células 
gigantes y multinucleadas denominadas sincitios (Walsh and Hruska, 1983). 
     La proteína F de los pneumovirus y paramixovirus es una glicoproteína de 
fusión tipo I que se sintetiza como un precursor inactivo denominado F0 (Calder et 
al., 2000; Russell et al., 1994). En el caso del hMPV el precursor tiene una longitud 
de 539 aminoácidos y su secuencia está altamente conservada (94-97%) entre los 
linajes A y B. Ese precursor necesita ser procesado proteolíticamente para que la 
proteína sea biológicamente activa. En el caso del hMPV, el corte proteolítico 
ocurre extracelularmente, por lo que para el crecimiento del virus en cultivos 
celulares se necesita la adición de tripsina al medio de cultivo (Schowalter et al., 
2006) In vivo ese procesamiento se produce por serin-proteasas del tipo 
TMPRSS2 que se encuentran en el lumen del tracto respiratorio (Shirogane et al., 
2008). Como resultado del procesamiento proteolítico se generan dos subunidades 
F1 y F2, que permanecen unidas covalentemente por dos puentes disulfuro, como 
puede verse en el esquema de la Figura 6. La proteína F madura es un 
homotrímero compuesto por tres heterodímeros (F2+F1) que se incorpora a la 
membrana del virus en una conformación metaestable, denominada pre-fusión. 
El tamaño de las proteínas F del hMPV y hRSV difiere fundamentalmente 
debido a los distintos procesamientos proteolíticos que experimentan ambas 
proteínas. La proteína F del hMPV, como en otros Pneumoviridae y 
Paramixoviridae, solo tiene un sitio de procesamiento proteolítico por proteasas 
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tipo tripsina, situado después del residuo 101 e inmediatamente antes de una 
región hidrofóbica denominada péptido fusión (van den Hoogen et al., 2002). Sin 
embargo, la proteína F del hRSV tiene dos sitios de procesamiento proteolítico por 
proteasas tipo furina, separados por 27 aminoácidos (péptido p27). Tras el 
procesamiento proteolítico de la proteína F del hRSV se libera el péptido p27, que 
no se encuentra en la proteína madura (Gonzalez-Reyes et al., 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
El precursor F0 tiene tres regiones hidrofóbicas: (1) el péptido señal (SP), 
que se localiza en el extremo N-terminal de la proteína y se pierde cuando la 
proteína se transloca al retículo endoplásmico durante su síntesis; (2) la región 
transmembranal (TM) situada cerca del extremo C-terminal, cuya función es anclar 
la proteína a la envuelta lipídica; (3) el péptido fusión (FP), situado en la parte N-
terminal de la subunidad F1 y que se inserta en la membrana de la célula 
hospedadora en las etapas iniciales de la fusión de membranas. 
Al igual que las demás glicoproteínas de fusión tipo I de los paramixovirus y 
del resto de los pneumovirus, la proteína F del hMPV tiene dos regiones 
heptádicas situadas en la cadena F1, denominadas HRA y HRB. Las regiones 
HRA y HRB tienen un papel fundamental en el proceso de fusión de membranas 
(ver apartado siguiente) y en la estabilización de la proteína en su conformación 
post-fusión. Son regiones con alta tendencia a formar α-hélices, y en la 
conformación post-fusión de esas proteínas los aminoácidos que ocupan las 
posiciones “a” y ”d” de cada héptada son hidrofóbicos y están situados en el mismo 
lado de la α-hélice (Lambert et al., 1996). En el caso de la proteína F del hRSV (al 
Figura 6. Esquema comparativo de la estructura primaria de las proteínas de fusión 
F del hMPV y hRSV.  SP: péptido señal; FP: péptido de fusión; HRA: región heptádica A; 
HRB: región heptádica B; TM: región transmembrana; CT: cola citoplasmática. Las flechas 
rojas señalan los sitios de corte proteolítico. Los puntos negros indican los residuos de 
cisteína. S-S puentes disulfuro. Triángulos amarillos indican los sitios de N-glicosilación. 
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igual que ocurre en otros Paramixoviridae), se ha observado que péptidos 
derivados de las HRA y HRB mezclados en cantidades equimolares forman un 
complejo similar al dominio 6-HB (Lawless-Delmedico et al., 2000; Matthews et al., 
2000; Zhao et al., 2000). Además, este complejo se pudo cristalizar y determinar 
su estructura atómica, observándose un “core” de tres α-hélices de las HRA 
enrolladas entre sí y recubiertas antiparalelamente por tres α-hélices de las HRB.    
La subunidad F1 de la proteína F del hMPV, como la del resto de los 
pneumovirus, posee 12 residuos de cisteína (Cys) de los que siete están también 
presentes en las proteínas F de pneumovirus y paramixovirus. La subunidad F2 
tiene dos residuos Cys, uno de ellos conservado en otros pneumovirus y 
paramixovirus (van den Hoogen et al., 2002). Como ya se mencionó anteriormente, 
las cadenas F1 y F2 se mantienen unidas covalentemente por la formación de dos 
puentes disulfuro entre dos residuos Cys de la cadena F2 y dos residuos Cys de la 
cadena F1 (Figura 6). El resto de los residuos Cys de la cadena F1 forman 5 
puentes disulfuro intercatenarios que dan estabilidad al protómero. La proteína F 
del hMPV también tiene tres sitios de N-glicosilación, dos de los cuales no tienen 
equivalente en la proteína F del hRSV. (Schowalter et al., 2006). 
9.1. Proceso de fusión de membranas  
La fusión de las membranas viral y celular es una etapa clave en el proceso 
infectivo de los virus con envuelta. En la Figura 7 se muestra un modelo del 
mecanismo de fusión de membranas mediada por la proteína F de los 
paramixovirus (Yin et al., 2006). La proteína F en su forma biológicamente activa 
está anclada a la partícula viral en una estructura meta-estable denominada pre-
fusión. Esta conformación de la proteína tiene una cabeza globular unida a la 
membrana viral por un tallo corto formado por tres α-hélices superenrolladas 
provenientes de la región HRB de cada protómero. En la cabeza de la proteína se 
encuentran las tres secuencias HRA formando α-hélices cortas unidas por “loops” 
(McLellan et al., 2013b).  
Una vez que el virus se ha unido a la superficie de la célula diana, la 
proteína F se activa y experimenta una serie de cambios conformacionales. Estos 
cambios (no bien conocidos) implican la reorganización de las secuencias de las 
HRAs para formar tres α-hélices largas y superenrolladas en cuyo extremo N-
terminal se localiza el péptido fusión que, al ser una región hidrofóbica, se inserta 
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en la membrana de la célula diana formando una estructura inestable que se 
conoce como “pre-harpin”.  
Posteriormente se produce un acercamiento de las estructuras HRA y HRB 
lo que conlleva la aproximación de las membranas del virus y de la célula. Al final 
del proceso, el péptido de fusión y el dominio transmembranal quedan insertados 
en la misma membrana y las estructuras HRA y HRB se reorganizan en un bucle 
de 6-α-hélices (6-HB) en el que las tres HRA quedan en el interior rodeadas por 
tres hélices antiparalelas de las HRB. Así, la proteína F adquiere una conformación 
muy estable denominada post-fusión, concomitante con la formación de un poro de 
fusión entre las dos membranas por donde se libera la nucleocápsida al citoplasma 
celular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Modelo de fusión de membranas mediado por la proteína F de los pneumovirus 
y paramixovirus propuesto por Yin y col. (2006).  A. La proteína F en su conformación pre-
fusión está anclada a la membrana viral. B. Tras la unión del virus a la célula,  la proteína F se 
activa. Las HRBs (azul) se separan y las HRAs (verde) se reorganizan en tres α-hélices largas 
que exponen el péptido de fusión en su extremo N-terminal. C. El péptido de fusión se inserta 
en la membrana de la célula diana formándose un intermediario conocido como  “pre-hairpin”. 
D. Las HRAs y HRBs se repliegan y conducen a un acercamiento de las membranas. E. 
Formación del poro de fusión y estructura final de la proteína F en su conformación post-fusión 
con la estructura de las 6-α-hélices (6-HB) característica de esta conformación.   
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Los paramixovirus necesitan dos glicoproteínas de superficie para promover 
la fusión de membranas, una es la proteína de adhesión (HN, H o G) y otra la 
proteína de fusión (F). Según el modelo más extendido, la proteína de adhesión 
tras su unión al receptor transmite una señal a la proteína F para activarla y así 
iniciar los cambios conformacionales arriba indicados (Lamb, 1993). En cambio los 
pneumovirus no requieren la proteína de unión al receptor (G) para promover la 
fusión de membranas. Así, mutantes del hRSV (Karron et al., 1997a; Karron et al., 
1997b) y del hMPV (Biacchesi et al., 2005) con el gen de la proteína G 
deleccionado son capaces de fusionar membranas y replicarse en células en 
cultivo, aunque en modelos animales la replicación del hRSV∆G y del hMPV∆G 
está disminuida. Por tanto, para los pneumovirus, la proteína F es necesaria y 
suficiente para la fusión de membranas sin requerimientos de una proteína de 
unión, en claro contraste con lo que ocurre en los paramixovirus (Biacchesi et al., 
2004; Techaarpornkul et al., 2001). 
Puesto que los pneumovirus no necesitan la proteína de unión al receptor 
(G) para promover la fusión de membranas, la proteína F deber facilitar la unión del 
virus a receptores celulares, al menos en los virus que carecen de la proteína G. 
Se ha propuesto un modelo secuencial de adhesión del virus, donde la proteína F 
del hMPV se uniría al heparán sulfato como primer receptor celular de baja afinidad 
(Chang et al., 2012). Tras esta primera unión, la proteína F se uniría a receptores 
proteicos de la célula, entre los que se incluyen las integrinas αVβ1 (Cox et al., 
2012). Estas integrinas αVβ1 se unirían al motivo RGD (residuos 329-331) 
presente en la subunidad F1 de la proteína y que está conservado en todos los 
aislados del hMPV estudiados hasta la fecha. El bloqueo de esas integrinas con 
AcMs específicos o con siRNAs, inhiben la infectividad del hMPV, lo que sugiere 
que las integrinas αVβ1 actúan como receptores para la adhesión del virus. Pero 
en la estructura pre-fusión de la proteína F del hMPV recientemente obtenida el 
motivo RGD no está accesible para la unión a integrinas, lo que cuestiona la 
interacción de las integrinas con la forma pre-fusión de la proteína F y su 
implicación en el proceso de la fusión de membranas (Battles et al., 2017).  
En los pneumovirus y paramixovirus, la activación de la proteína F y la 
consiguiente fusión de membranas ocurre a pH neutro (Lamb, 2013). Sin embargo, 
un primer trabajo publicado sobre la fusión célula-célula mediada por la proteína F 
del hMPV sugería que dicho proceso requería un pH ácido (Schowalter et al., 
2006) de manera análoga a como ocurre con otras proteínas de fusión tipo I, como 
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la hemaglutinina del virus de la gripe, cuyo virus entra en la célula por endocitosis. 
Sin embargo, Herfst y col. demostraron que la dependencia de pH es una 
característica restringida a cepas minoritarias del sublinaje A1 (~6%), mientras que 
cepas del sublinaje A2 y del linaje B eran capaces de inducir la formación de 
sincitios de manera independiente al pH (Herfst et al., 2008a). Un extenso análisis 
de proteínas F mutantes permitió identificar cuatro residuos variables en las 
posiciones 294, 296, 396 y 404, determinantes de la dependencia o no de un pH 
ácido para la activación de la proteína F y la consecuente fusión de membranas 
(Mas et al., 2011). Sin embargo, aunque el pH ácido puede contribuir a la 
activación de la proteína F de ciertas cepas del hMPV, no puede ser el mecanismo 
general de activación de la proteína F, que aún se desconoce. 
 
9.2. Caracterización de las proteínas F pre- y post-fusión del hMPV 
En los últimos años, en nuestro laboratorio, se ha determinado la estructura 
atómica de la proteína F del hMPV tanto en su conformación pre-fusión (Battles et 
al., 2017) como post-fusión (Mas et al., 2016). Estas estructuras han ayudado a 
entender los cambios estructurales que experimenta la proteína F durante la fusión 
de membranas. Previamente se habían determinado las estructuras de la proteína 
F del hRSV en su conformación pre-fusión (McLellan et al., 2013a; McLellan et al., 
2013c) y post-fusión (McLellan et al., 2011b). Las Figuras 8 y 9 muestran las 
estructuras de la forma post-fusión y pre-fusión, respectivamente, de la proteína F 
del hMPV en comparación con estructuras equivalentes de la proteína F del hRSV.  
     La forma post-fusión de la proteína F del hMPV se purificó a partir del 
sobrenadante de células infectadas con un virus vaccinia recombinante que 
expresaba el ectodominio de la proteína F fusionado en su extremo C-terminal al 
dominio de oligomerización de la fibritina del bacteriófago T4 (Foldon). Al igual que 
la proteína F del hRSV y de otros paramixovirus, la proteína F post-fusión del 
hMPV tiene forma de cono (Figura 8) (Yin et al., 2005).  
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El tallo de la proteína está formado básicamente por el motivo 6-HB de los 
tres protómeros. La cabeza tiene forma angular y está formada por el resto de la 
subunidad F1 y por la subunidad F2 completa (Mas et al., 2016). Aunque los 
ectodominios maduros de las proteínas F del hMPV y el hRSV comparten tan solo 
un 38% de identidad de secuencia de aminoácidos, sus estructuras post-fusión son 
muy parecidas. Las estructuras secundarias de estas dos proteínas están muy 
conservadas, en particular la estructura de los sitios antigénicos II y IV, que son 
muy importantes en la inducción de Acs neutralizantes (ver más adelante) 
(McLellan et al., 2013b). 
    En nuestro laboratorio también se ha resuelto la estructura atómica del 
ectodominio de la proteína F del hMPV en la conformación pre-fusión (Battles et 
al., 2017). Para ello, el ectodominio de la proteína se expresó fusionado al dominio 
“foldon” como se indicó anteriormente, pero además se introdujo el cambio A185P. 
La Pro introducida se localiza en el loop que conecta las α-hélices α4 y α5 de la 
Figura 8. Estructuras de las proteínas F del hMPV (A) y del hRSV (B) en su 
conformación post-fusión y comparación entre ellas (C). Los paneles A y B 
muestran trímeros de las proteínas F post-fusión del hMPV y hRSV respectivamente. 
Se muestran los motivos de estructura secundaria de uno de los protómeros  
coloreados en modo arco iris y los otros dos protómeros se muestran como superficies 
moleculares coloreados en gris. El panel C muestra una superposición de un 
protómero de la proteína F post-fusión del hMPV (blanco) y del hRSV (azul). Los sitios 
antigénicos II y IV, de relevancia en la inducción de anticuerpos neutralizantes, se 
muestran ampliados.    
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región HRA en la estructura equivalente de la proteína F del hRSV y bloquea así el 
replegamiento de esas α-hélices necesario para que la proteína adquiera su 
conformación post-fusión. La estructura atómica de la proteína F pre-fusión del 
hMPV se muestra en la figura 9. Esta proteína, al igual que la del hRSV (McLellan 
et al., 2013a), tiene forma de seta, con una cabeza globular grande y un tallo 
pequeño formado por α-hélices superenrrolladas de las HRB de los tres 
protómeros.  
 
 
 
 
 
Si se comparan las estructuras secundarias de los monómeros de la proteína F 
en las conformaciones pre- y post-fusión del hMPV (Figura 10), se observa que la 
mayoría de las estructuras secundarias son compartidas entre ambas conformaciones. 
Tan solo en las regiones N- y C- terminal, donde se localizan las regiones HRA y HRB 
de la subunidad F1 (coloreados en azul celeste en las estructuras de la Figura 10, 
cuyos aminoácidos están en gris sobre la secuencia de aminoácidos), existen 
diferencias significativas en las estructuras secundarias entre ambas conformaciones, 
observándose un alargamiento en la forma post-fusión de las α-hélices que las 
componen. Además, hay una reorientación de la HRB en la forma post-fusión de la 
proteína para acercarla a la HRA y formar así el haz 6-HB. 
Figura 9. Estructuras de las proteínas F del hMPV (A) y del hRSV (B) en su conformación 
pre-fusión y comparación entre ellas (C). La parte izquierda de los paneles A y B muestran 
trímeros de las proteínas F pre-fusión del hMPV y hRSV respectivamente. Uno de los protómeros 
se muestra en estructura secundaria coloreada en modo arco íris y los otros dos protómeros se 
muestran como superficies moleculares coloreados en gris.. El panel C muestra la superposición 
de un protómero de la proteína F pre-fusión del hMPV (blanco) y del hRSV (azul). Los sitios 
antigénicos II y IV, de relevancia en la inducción de anticuerpos neutralizantes están ampliados.    
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Figura 10. Reordenamiento estructural de la proteína F del hMPV. A. Estructuras 
secundarias de uno de los protómeros de la proteína F del hMPV en las conformaciones 
pre-fusión (izquierda) y post-fusión (derecha) coloreados en modo arco iris. B. Secuencia 
de aminoácidos de la proteína F del hMPV y comparación de las estructuras secundarias 
presentes en las conformaciones pre- y post-fusión. Los cilindros representan α-hélices y 
las flechas láminas ß. Los residuos desordenados o que no se han resuelto bien en la 
estructura aparecen señalados por una “X”. Los residuos localizados a una distancia 
mayor de 5 Å entre las conformaciones pre- y post-fusión se muestran sombreados.  
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N CSP F2 F1HRA HRB TM
Aa no.                                                      132  152 179  238-245                              386   397 
18                                 102  127     169                                                                445       489   514        
22                          109  137  157       199                                                                488       516   550        
Aa no.                                                                              262-276               389              429-447
Sitio antigénico                                            2         3        4                              5&6  
Sitio antigénico                                            V        Ø            II         III       I                  IV
FP
hMPV
hRSV
9.3. Estructura antigénica de la proteína F del hMPV 
Ulbrandt y col. fueron los primeros en obtener un panel de hibridomas 
productores de AcMs neutralizantes frente a la proteína F del hMPV (Ulbrandt et 
al., 2006). Algunos de estos AcMs protegieron a hamsters frente a un desafío con 
virus infectivo cuando se administraron pasivamente. Los epítopos que reconocían 
esos AcMs se mapearon en la estructura primaria de la de la proteína F mediante 
el aislamiento y secuenciación de mutantes resistentes a dichos AcMs (Ulbrandt et 
al., 2008). La Figura 11 muestra esquemáticamente los sitios antigénicos 
identificados por esos AcMs en la estructura primaria de la proteína F del hMPV, 
en comparación con los sitios antigénicos identificados en la proteína F del hRSV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los sitios antigénicos 4 y 5&6 de la proteína F del hMPV se localizan en 
regiones equivalentes a los sitios antigénicos II y IV de la proteína F del hRSV 
(Arbiza et al., 1992; Beeler and Van Wyke, 1989; Lopez et al., 1998). Estos dos 
sitios antigénicos están presentes tanto en la conformación pre-fusión como en la 
post-fusión de estas proteínas, como ya se ha indicado anteriormente. También 
existen equivalencias en los sitios antigénicos 2 y 3 de la proteína F del hMPV con 
los sitios antigénicos V y Ø de la proteína F del hRSV, respectivamente. Los AcMs 
que se unen a los sitios antigénicos V y Ø de la proteína F del hRSV son los más 
potentes en ensayos de neutralización y son anticuerpos específicos de la 
conformación pre-fusión de la proteína F del hRSV (Gilman et al., 2016b; McLellan 
et al., 2013c). Aunque no está demostrado formalmente, se postula que los 
anticuerpos neutralizantes dirigidos frente a la proteína F se unen a la forma pre-
Figura 11. Representación esquemática de la estructura primaria de las proteínas F del 
hMPV y hRSV y localización de las posiciones donde se han mapeado mutantes de escape. 
Se muestran los sitios antigénicos que se conocen hasta la fecha de la proteína F del hMPV 
(arriba) y del hRSV (abajo). Los números hacen referencia a los residuos cambiados en los virus 
resistentes a AcMs. 
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fusión de la proteína y bloquean el inicio de los cambios conformacionales 
necesarios para la fusión de membranas (Magro et al., 2010).   
Para mayor facilidad en la comparación de los sitios antigénicos entre las 
proteínas F del hRSV y del hMPV, se va a emplear para ambas la nomenclatura 
utilizada para la proteína F del hRSV. Así los sitios antigénicos 2, 3, 4 y 5&6 de la 
proteína F del hMPV se denominarán en adelante sitios antigénicos V, Ø, II y IV, 
respectivamente.    
Se han aislado esporádicamente AcMs capaces tanto de reconocer a las 
proteínas F del hMPV y hRSV, como de neutralizar la infectividad de ambos virus. 
El AcM humano 54G10, aislado por su capacidad de neutralizar la infectividad de 
los 4 sublinajes del hMPV, neutraliza también la infectividad del hRSV y tiene 
eficacia profiláctica y terapéutica en ratones DBA/2 infectados por hRSV (Schuster 
et al., 2014). Otro AcM, el MPE8, también muestra neutralización cruzada no solo 
frente al hMPV y al hRSV, sino también frente a otros dos orthopneumovirus como 
son el virus respiratorio sincitial bovino (bRSV) y el virus de la pneumonía del ratón 
(MPV) (Corti et al., 2013). Por último, el AcM 101F también es capaz de unirse al 
sitio antigénico IV de las proteínas F de ambos virus (aunque se une 5-10 veces 
mejor a la proteína F del hRSV) y neutraliza la infectividad tanto del hRSV como 
del hMPV (Mas et al., 2016). Sin embargo, en una respuesta policlonal, los 
anticuerpos inducidos tras la inmunización con la proteína F del hMPV no son 
capaces de unirse a la proteína F del hRSV (o lo hacen muy débilmente) ni de 
neutralizar la infectividad del hRSV, y viceversa (Mas et al., 2016). 
9.4. Inmunogenicidad de la proteína F del hMPV 
Como se ha comentado anteriormente, la proteína F es el único antígeno 
viral capaz de inducir anticuerpos neutralizantes y protectores frente al hMPV 
(Biacchesi et al., 2005; Mok et al., 2008; Skiadopoulos et al., 2006; Skiadopoulos et 
al., 2004a; Tang et al., 2003). Por el contrario, los anticuerpos inducidos por la 
proteína G del hMPV no son neutralizantes ni protectores (Levy et al., 2013; Ryder 
et al., 2010). Esto es una diferencia importante con el hRSV, donde la proteína G 
es capaz de inducir una respuesta inmune de anticuerpos neutralizantes y 
protectores frente al hRSV, aunque con títulos menores que los obtenidos con la 
proteína F.  
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La inmunización de diversos modelos animales con la proteína F del hMPV, 
tanto purificada como incorporada a vectores virales, genera una respuesta 
policlonal de anticuerpos capaz de proteger frente a infecciones con los 4 
sublinajes del virus. Así,  Skiadopoulos y col. inmunizaron ratones con un virus 
recombinante del virus de la parainfluenza humana tipo 1, que llevaba como gen 
adicional el gen de la proteína F del hMPV, y se generaron anticuerpos que 
neutralizaron a virus de ambos linajes y protegieron a los animales frente a un 
desafío con cualquiera de los dos linajes del hMPV (Skiadopoulos et al., 2004a). 
Otros estudios también han demostrado la capacidad de la proteína F del hMPV 
para inducir una respuesta inmune protectora frente al hMPV en “cotton rats” 
(Cseke et al., 2007), hamsters (Herfst et al., 2007), ratones (Aerts et al., 2015) y 
macacos (Herfst et al., 2008b).  
En nuestro laboratorio hemos demostrado que la inmunización de ratones 
con el ectodominio de  proteínas F post-fusión de los sublinajes A1 y B1 del hMPV, 
induce altos niveles de anticuerpos neutralizantes tanto frente a virus del sublinaje 
homólogo como del heterólogo (Mas et al., 2016). Algo similar ocurre con el hRSV, 
donde la infección con un virus del subgrupo A o B induce una respuesta de 
anticuerpos específica tanto para el virus del mismo grupo como del otro grupo 
antigénico (Collins PL et al., 2013). Sin embargo, los sueros de ratones 
inmunizados con la proteína F del hMPV no tienen reactividad cruzada (o fue muy 
débil) frente a la proteína F del hRSV ni neutralizan la infectividad del hRSV y 
viceversa (Mas et al., 2016). 
En el caso del hRSV se ha demostrado que la mayor parte de los Acs 
neutralizantes están dirigidos frente a epítopos localizados exclusivamente en la 
forma pre-fusión de la proteína F (Magro et al., 2012). Esta predominancia de los 
Acs neutralizantes exclusivos de la forma pre-fusión se ha comprobado tanto en 
sueros individuales de humanos con elevados títulos de anticuerpos neutralizantes 
frente al hRSV (Ngwuta et al., 2015), como en el análisis de un panel de 364 AcMs 
procedentes de linfocitos B de tres donantes adultos sanos (Gilman et al., 2016a). 
También se ha demostrado que los Acms neutralizantes más potentes van 
dirigidos mayoritariamente frente al sitio antigénico Ø, aunque también frente al 
sitio antigénico V, presentes solamente en la conformación pre-fusión de la 
proteína F del hRSV (Gilman et al., 2016a;McLellan et al., 2013b). En modelos 
animales se ha visto que la inmunización con la forma pre-fusión de la proteína F 
del hRSV induce títulos de Acms neutralizantes sustancialmente más elevados que 
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los obtenidos con la forma post-fusión de la proteína (Krarup et al., 2015;Palomo et 
al., 2016).  
Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con la proteína F del hRSV, las 
propiedades inmunogénicas de las conformaciones pre- y post-fusión de la 
proteína F del hMPV son muy similares (Battles et al., 2017). Los anticuerpos 
presentes en sueros de ratones inmunizados con las dos conformaciones de la 
proteína, así como en preparaciones de inmunoglobulinas humanas con elevados 
títulos de anticuerpos neutralizantes frente al hMPV, reconocen de manera similar 
a ambas conformaciones pre- y post-fusión de la proteína, y neutralizan de igual 
manera la infectividad del hMPV en ensayos de neutralización. Estas diferencias 
inmunogénicas inesperadas entre la proteína F del hMPV y del hRSV pueden 
deberse a las diferencias en el número y la disposición de los sitios de glicosilación 
de sus respectivas proteínas F (Battles et al., 2017).  
10. Tratamiento y prevención 
No existe un tratamiento específico frente a la infección por el hMPV. La 
mayoría de los niños infectados con el hMPV no necesitan ingreso hospitalario. 
Aquellos que cursan un desarrollo grave de la enfermedad y son hospitalizados se 
les trata con cuidados paliativos tales como la extracción mecánica de las 
secreciones, la administración de oxígeno humidificado y de fluidos intravenosos y, 
en los casos más graves, ventilación mecánica. 
10.1. Antivirales 
Uno de los problemas más importantes para el uso terapéutico de 
antivirales frente al hMPV es la estrecha ventana de intervención. Se estima que la 
infección ocurre tan solo ~4 días antes de la aparición de los síntomas 
respiratorios. Sin embargo, en el caso del hRSV se ha visto que la reducción de la 
carga viral por tratamiento con antivirales tiene un efecto beneficioso, reduciendo 
los días de hospitalización.  
La ribavirina, un análogo de nucleósido utilizado en el tratamiento de la 
hepatitis C y de otros virus, ha mostrado eficacia frente a una infección por hMPV 
in vitro (Wyde et al., 2003) y en ratones BALB/c (Hamelin et al., 2006). Pero el 
tratamiento con ribavirina es caro y causa muchos efectos secundarios como 
anemias hemolíticas. Además es potencialmente teratogénico (Soota and 
Maliakkal, 2014). Otro antiviral en estudio es el NMSO3, un sialyl lípido sulfatado 
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que ha mostrado eficacia antiviral frente al hMPV y al hRSV in vitro (Wyde et al., 
2004) y en ratones BALB/c (Spetch et al., 2008a). Este compuesto inhibe la unión 
del virus a la célula diana, y mutantes resistentes a este compuesto tienen 
mutaciones en la proteína G (Spetch et al., 2008b).  
Como se ha visto para otras glicoproteínas de fusión tipo I, péptidos 
derivados de las regiones HRA o HRB de la proteína F del hRSV (Lambert et al., 
1996) o de la proteína F del hMPV (Deffrasnes et al., 2008b) son capaces de 
neutralizar la infectividad del virus in vitro e inducir protección en modelos 
animales. También se ha publicado que RNAs interferentes (siRNAs) dirigidos 
frente a varios genes virales del hRSV y hMPV interfieren en la replicación del virus 
in vitro y en modelos animales tiene una protección moderada (Deffrasnes et al., 
2008a; Zhang et al., 2005). 
En resumen, hay una serie de compuestos y productos biológicos en 
estudio como posibles agentes antivirales frente al hMPV, pero todos ellos están 
en fases muy tempranas de desarrollo.  
10.2. Inmunoprofilaxis con anticuerpos 
En la actualidad no hay tratamiento inmunoprofiláctico frente al hMPV. En 
infecciones por el hRSV, la inmunoprofilaxis sistémica con Acs neutralizantes 
proporciona una protección sustancial frente a infecciones graves en niños de alto 
riesgo (Mejias and Ramilo, 2008; Wu et al., 2007a). El primer producto para uso 
humano que se patentó en 1996 frente a una infección por el hRSV fue el 
RespigamTM (MedImmune). Consistía en una preparación de inmunoglobulinas 
humanas purificadas a partir del plasma de donantes con elevados títulos de 
anticuerpos neutralizantes frente al hRSV. En 2004 el uso de RespigamTM se 
reemplazó por el AcM Palivizumab, cuyo nombre comercial es SynagisTM 
(MedImmune). Palivizumab es un anticuerpo monoclonal (AcM) murino 
humanizado dirigido frente a la proteína F del hRSV y con capacidad de neutralizar 
su infectividad mejor que Respigam (Beeler et al., 1989). Se utiliza 
profilácticamente en niños con alto riesgo de infección grave por hRSV como niños 
prematuros o con enfermedades cardiopulmonares como la enfermedad del 
corazón cianótico, donde la administración de Respigam estaba contraindicada. 
Posteriormente el Palivizumab se modificó para incrementar su afinidad y se 
patentó como Motavizumab (Mz). El Mz es 20 veces más neutralizante que 
Palivizumab, pero debido a reacciones adversas de hipersensibilidad en ensayos 
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clínicos, la FDA declinó en 2010 su aprobación para la terapia antiviral. 
Actualmente no hay ningún AcM equivalente al Palivizumab para la prevención de 
infecciones por el hMPV. 
10.3. Vacunas pediátricas 
En la actualidad no se dispone de ninguna vacuna para prevenir la infección 
por el hMPV ni por el hRSV. Como estos virus infectan a niños de muy corta edad, 
la vacunación debería iniciarse en las primeras semanas de vida. Además, debido 
a la reducida respuesta inmune en recién nacidos, probablemente se necesitarían 
varias dosis de la vacuna a los 2, 4 y 6 meses de edad.  
El desarrollo de vacunas pediátricas, sobre todo frente al hRSV, se ha visto 
complicada por la experiencia de un ensayo clínico con una vacuna basada en 
virus inactivado con formalina, realizada en niños en la década de los ’60. La 
vacuna no protegió frente a una infección natural por el hRSV y además exacerbó 
la patología asociada a la infección natural. Así el 80% de los niños vacunados 
requirieron hospitalización y hubo dos fallecimientos asociados a la vacuna. 
Posteriormente se averiguó que la falta de protección conferida por esa vacuna se 
debía a la inducción de bajos títulos de anticuerpos neutralizantes. Además, la 
exacerbación de la sintomatología asociada a la infección por hRSV en los 
pacientes vacunados se debió, al menos en parte, a que los anticuerpos no 
neutralizantes formaban inmunocomplejos que se depositaban en las vías 
respiratorias produciendo daños pulmonares en los pacientes (Delgado et al., 
2009; Murphy and Walsh, 1988). Además, la vacuna de virus inactivado inducía 
una respuesta celular tipo Th2 que predispone a una respuesta inflamatoria 
exacerbada (Graham et al., 1993). Algo parecido ha ocurrido con vacunas basadas 
en el virus de hMPV inactivado con formalina cuando se han probado en modelos 
animales. En “cotton rats”, la vacuna de hMPV inactivado con formalina produjo 
daños pulmonares tales como alveolitis y pneumonitis intersticial tras un desafío 
con hMPV (Yim et al., 2007). Además en macacos produjo bronquitis eosinofílica y 
bronquiolitis (de Swart et al., 2007). Otra vacuna basada en el virus del hMPV 
inactivado por calor también produjo daños pulmonares en ratones BALB/c 
(Hamelin et al., 2007).  
Por tanto, se están desarrollando vacunas frente al hMPV basadas en virus 
atenuados, obtenidos por técnicas de genética reversa y que se han probado en 
hamsters, monos verdes africanos y ratones, obteniéndose diversos grados de 
Introducción 
 
27 
 
protección frente a una posterior infección por el hMPV (Biacchesi et al., 2005; 
Biacchesi et al., 2004; Buchholz et al., 2006). Hasta la fecha, este tipo de vacunas 
en el hMPV no parecen provocar una exacerbación de la enfermedad ni en 
modelos animales ni en ensayos clínicos realizados (Wright et al., 2007). 
Por último, otro tipo de vacunas en desarrollo frente al hMPV y al hRSV 
está basada en el uso de la proteína F, bien administrada como vacuna de 
subunidad o incorporada a algún vector que se pueda utilizar para la vacunación 
en humanos. 
10.4. Vacunas quiméricas 
En la actualidad también se están buscando antígenos capaces de inducir una 
respuesta de anticuerpos neutralizantes y protectores frente a dos o más 
patógenos. Se han llevado a cabo vacunas basadas en un virus quimérico de la 
parainfluenza tipo 3 (PIV3) bovina/humana, que expresaba las proteínas F y 
hemaglutinin-neuroaminidasa (HN) del hPIV3 y la proteína F del hMPV, y que 
indujo protección en hámster (Tang et al., 2005) y en monos verdes africanos 
(Tang et al., 2004). En otros virus, como en el HIV-1, se están diseñando antígenos 
quiméricos basados en la proteína Env, que portan epítopos de distintas variantes 
antigénicas del virus para generar una respuesta inmune capaz de neutralizar un 
número elevado de cepas circulantes del HIV-1 (Kwong et al., 2013). La 
aproximación al desarrollo de vacunas universales basadas en la modificación de 
un antígeno para que contenga epítopos de otras cepas también se está 
desarrollando en otros patógenos no víricos, como en Neisseria meningitidis, 
donde distintas proteínas quiméricas del factor de unión H, incorporan epítopos de 
cepas de N. meningitidis poco relacionadas entre sí (Scarselli et al., 2011). 
Esta aproximación de vacunas basadas en proteínas F quiméricas del hMPV y 
del hRSV ha sido uno de los temas principales desarrollados en esta Tesis.   
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II. OBJETIVOS 
Como se ha mencionado en la introducción, no se dispone en la actualidad de 
ninguna vacuna segura y eficaz frente a infecciones por el hMPV y por el hRSV. 
Además, la glicoproteína F del hMPV es el único antígeno viral capaz de inducir la 
producción de anticuerpos neutralizantes que confieren protección frente a una 
infección por el virus en modelos animales. La resolución recientemente de las 
estructuras de la proteína F del hMPV en sus conformaciones pre- y post-fusión ha 
permitido constatar la semejanza estructural entre las proteínas F del hMPV y 
hRSV.  
Por todo ello, nos planteamos la posibilidad de desarrollar proteínas F 
quiméricas que portasen, en la misma proteína, sitios antigénicos del hMPV y del 
hRSV y que permitiesen inducir una respuesta de anticuerpos capaz de neutralizar 
la infectividad de los dos virus. 
Por ello nos planteamos los siguientes objetivos: 
• Obtención de anticuerpos monoclonales dirigidos frente al dominio 6-HB que 
permitan identificar la conformación post-fusión de la proteína F del hMPV. 
 
• Obtención de AcMs neutralizantes y localización de sus epítopos en la proteína 
F del hMPV que nos permitan ampliar nuestro conocimiento sobre la 
arquitectura antigénica de esta proteína.  
 
• Diseño de proteínas F quiméricas donde ciertos sitios antigénicos de un virus 
sean reemplazados por los sitios antigénicos equivalentes del otro virus. 
 
• Caracterización antigénica de las proteínas quiméricas con AcMs específicos 
de la proteína F de cada virus, para confirmar que las proteínas quiméricas 
adquieren los cambios antigénicos predichos. 
 
• Comparación de la respuesta de anticuerpos inducida en ratones por distintas 
proteínas F quiméricas respecto a la inducida por las proteínas F del hMPV y 
hRSV. 
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• Evaluación de la capacidad de las proteínas F quiméricas para inducir 
anticuerpos neutralizantes y protectores frente al virus que se utilizó para 
realizar el reemplazamiento del sitio antigénico en la proteína quimérica. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Material biológico 
1.1. Líneas celulares 
 Vero-118: Clon de células Vero seleccionadas por tener mayor resistencia a la 
tripsina. La línea celular original proviene de riñón de mono verde africano 
(Cercopithecus aethiops). American Type Culture Collection, ATCC: CCL-81. 
 CV-1: Células de riñón de mono verde africano (Cercopithecus aethiops). 
American Type Culture Collection, ATCC: CCL-70. 
 HEp-2: Células de carcinoma de laringe humano. American Type Culture 
Collection, ATCC: CCL-23. 
 Sp2/0-Ag14: Abreviadamente, Sp2/0. Células de mieloma provenientes de 
ratones BALB/c (Mus musculus) American Type Culture Collection, ATCC: 
CRL-1581. 
 Hibridomas productores de anticuerpos monoclonales generados en el 
laboratorio.  
1.2. Virus 
 Metapneumovirus humano (hMPV) recombinantes que expresan la proteína 
“Green Fluorescence Protein” (GFP) derivados de las cepas NL/1/00 y NL/1/99 
(sublinajes A1 y B1 respectivamente del hMPV) (Herfst et al., 2004). Cedidos 
por el Dr. Ron A. Fouchier (Erasmus Medical Center, Rotterdam, Holanda). 
 Virus Respiratorio Sincitial Humano (hRSV) recombinante que expresa la 
proteína “Green Fluorescence Protein” (GFP) derivado de la cepa A2. Cedido 
por el Dr. Mark Peeples (Nationwide Children’s, Columbus, Ohio, USA). 
 Virus Respiratorio Sincitial Humano (cepa A2) purificado por gradiente 
discontinuo de sacarosa (30-45%). El stock empleado en el trabajo, con un 
título de 1,5x109 unidades formadoras de placas (pfu)/ml, fue proporcionado 
por el Dr. Isidoro Martínez (Centro Nacional de Microbiología, ISCIII, España). 
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 vRB12: virus vaccinia mutado, derivado de la cepa Western Reverse (WR) en 
el que el 93% de la secuencia que codifica para la proteína P37 está 
delecionada  (Blasco and Moss, 1995), cedido por el Dr. Rafael Blasco (INIA, 
Madrid, España). 
 vv_Furina: virus vaccinia recombinante que expresa la proteasa furina (Vey et 
al., 1994). Cedido por el Dr. Manuel Ramos Álvarez-Buylla (Centro Nacional de 
Microbiología, ISCIII, España). 
 Virus vaccinia recombinantes disponibles en el laboratorio y utilizados en esta 
Tesis:  
− vv_115-BV: virus vaccinia que expresa el ectodominio (residuos 1-489) de la 
proteína F del hMPV sublinaje A1 en su conformación pre-fusión (Battles et 
al., 2017).  
− vv_F/Tm-∆103-111_KKRKRR_TEV_Xa-Foldon-6His_A1: virus vaccinia que 
expresa el ectodominio (residuos 1-489) de la proteína F del hMPV sublinaje 
A1 en su conformación post-fusión (Mas et al., 2016).  
− vv_F/Tm-_DsCav-1: virus vaccinia que expresa el ectodominio (residuos 1-
524) de la proteína F del hRSV cepa Long en su conformación pre-fusión 
(McLellan et al., 2013a). 
− vv_F/Tm-∆137-146_TEV_Xa-Foldon-6His: virus vaccinia que expresa el 
ectodominio (residuos 1-524) de la proteína F del hRSV cepa Long en su 
conformación post-fusión (Mas et al., 2016).  
1.3. Bacterias y plásmidos 
 Bacterias XL 10-Gold Ultracompetent Cells (Agillent Technologies). Células 
utilizadas para el clonaje y amplificación de plásmidos empleados en este 
trabajo. 
 Bacterias E. coli BL21 Competent Cells (Agillent Technologies). Bacterias 
utilizadas para la expresión de las proteínas fusionadas a Glutation S-
Transferasa (GST). 
 Plásmido pRB21: Utilizado para el clonaje y modificación del gen de las 
proteínas F del hRSV y del hMPV y obtención de virus vaccinia, cedido por el 
Dr. Rafael Blasco (INIA, Madrid, España). 
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1.4. Animales 
Se emplearon ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas suministradas por el 
servicio del animalario del Centro Nacional de Microbiología y por la empresa 
Envigo. 
1.5. Anticuerpos 
 Los AcMs dirigidos frente a la proteína F del hRSV: 107F, 114F, 116F, 
117F y 47F se purificaron a partir del sobrenadante de cultivos de los 
hibridomas correspondientes. El AcM 101F se obtuvo a partir de células 
293K transfectadas con plásmidos pCAGGs que codificaban la cadena 
pesada y ligera de ese AcM. 
    
 Los AcMs D25, 5C4, 14402, MPE8, 11569 y AM22, específicos de la 
proteína F del hRSV se obtuvieron en células 293K transfectadas con 
plásmidos pCAGG que codificaban la cadena pesada y ligera de cada AcM, 
cedidos por el Dr. Jason McLellan (Departamento de Bioquímica y Biología 
Celular, Geisel School of Medicine, Hanover, EEUU. 
 
 Cóctel de anticuerpos monoclonales dirigidos frente al hRSV 021/1G, 
021/2G, 47F y 67P para revelar el plaqueo de hRSV. 
 
 Anticuerpos comerciales: anti-mouse y anti-human_IgG horseradish 
peroxidase (GE Healdcare), anti-Histidine (anti-His, Bio-Rad). 
 
 Los AcMs obtenidos frente a la proteína F del hMPV están descritos en el 
Apartado 1 de Resultados. 
 
1.6. Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos utilizados para la mutagénesis de la proteína F del hMPV 
(sublinaje A1), así como los oligonucleótidos utilizados para la obtención de 
proteínas F quiméricas y para la secuenciación de la proteína F del hMPV se 
detallan en la Tabla 2. 
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 Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) 
M
UT
A
G
ÉN
ES
IS
 
A1_A238E 
GTTTCCAACATGCCAACATCTGAAGGACAAATAAAACTGATGT
TG 
A1_K242N 
CCAACATCTGCAGGACAAATAAATCTGATGTTGGAGAACCGT
GCA 
A1_K386E 
GGGGCTTTGGTTGCTTGCTACGAGGGAGTGAGCTGTTCCATT
GGC 
A1_V397F 
TGTTCCATTGGCAGCAACAGATTCGGGATCATCAAGCAACTG
AAC 
A1_K401T 
AGCAATTGGGTTGGAATCATCACACAATTACCCAAAGGCTGC
TCA 
P400+ 
AATGATATGCCTATAACAGCTGGACAGATAAAGTTAATGTTGG
AGAATGTTCAAATAGTTAGACAGCAAAGTTACTCTATC 
P400- 
CTCCAACATTAACTTTATCTGTCCAGCTGTTATAGGCATATCA
TTGATTAATG 
P401+ 
TTAATCAATGATATGCCTACATCAGCTGGACAGATAAAGTTAA
TGTTGGAGAATGTTCAAATAGTTAGACAGCAAAGTTACTCTAT
C 
P401- 
CTCCAACATTAACTTTATCTGTCCAGCTGATGTAGGCATATCA
TTGATTAATGACAATAA 
P403+ 
ACAGCATCCAATAAAAATGTTGGAATCATAAAGCAATTGAATA
AAGGGTGTGATTATGTATCAAATAAAGGGGTGGACACT 
P403- 
TTTATTCAATTGCTTTATGATTCCAACATTTTTATTGGATGCTG
TACATTTAG 
P404+ 
TATGGCAAAACTAAATGTTCAATAGGCAGTAACAGAGTTGGAA
TCATAAAGCAATTGAATAAA 
P404- 
TCTGTTACTGCCTATTGAACATTTAGTTTTGCCATAGCATGAC
AC 
P405+ 
GCCATTGTGTCATGCTATAAGGGAGTTAGCTGTTCAATAGGC
AGTAACAGAGTTGGA 
P405- GCTAACTCCCTTATAGCATGACACAATGGCTCCTAGAGA 
P414+ 
TCCAACATGCCAACATCTAACGACCAGAAAAAACTGATGAGC
AACAACCGTGCAATGGTAAGAAGAAAAGGGTTCGGAATC 
P414- 
GTTGCTCATCAGTTTTTTCTGGTCGTTAGATGTTGGCATGTTG
GAAACAGCTCT 
P415+ 
GCTGTTTCCAACATGCCAATAACTAACGACCAGAAAAAACTGA
TGAGCAACAACCGTGCAATGGTAAGAAGAAAAGGGTTCGGAA
TC 
P415- 
GTTGCTCATCAGTTTTTTCTGGTCGTTAGTTATTGGCATGTTG
GAAACAGCTCTGGCTAG 
P416+ 
ATGACAGATGCTGAACTACTCAGCCTTATTAACGACATGCCAA
TAACTAACGACCAGAAAAAACTGATGAGC 
P416- 
GTCGTTAATAAGGCTGAGTAGTTCAGCATCTGTCATTAAGTCC
AA 
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Tabla 2. Oligonucleótidos empleados en este trabajo. El signo + indica que el 
oligonucleótido tiene la polaridad del mRNA del gen F, y el signo – la complementaria 
P417+ 
TCCATTGGCAGCAACAGACGAGGGATCATCAAGACATTCAGC
AACGGCTGCTCTTATATAACCAACCAAGACGCAGACACA 
P417- 
GTTGCTGAATGTCTTGATGATCCCTCGTCTGTTGCTGCCAAT
GGAACAGCTCAC 
SE
CU
EN
CI
AC
IÓ
N 
A1_EcoRi_1-15+ CGCGAATTCGGGATGTCTTGGAAAGTG 
A1_575-593+ GCTTCAGTCAATTCAACAG 
A1_950-967 CTGTTTACTACCCAAATG 
A1_1232-1252- CTGTGTCTGCGTCTTGGTTGG 
A1_829-850- AGCAAGGCGTGTCTATAACCCC 
A1_1564-1588- CACCACTCAGCTCTGGAGGTGCTCC 
B1_34-58+ CTCATAACACCCCAGCACGGGCTAA 
B1_567-592+ GGCTGTCAGCTTCAGTCAATTCAACA 
B1_1004-1028+ GTGACACAGCAGCAGGGATCAATGT 
B1_454-477- GGCTAGGACCCGCACACCATTCCC 
B1_898-924- CCCTTGATCCTCTCTTAGGAGGCAAGC 
B1_1315-1337- AAACTGCTTGAAACTGGTCTCCC 
B1_1585-1610- GGTATGAAACCGCCGTTGGTGACACC 
 
 
 
2. Medios de cultivo 
2.1. Medios de células eucariotas  
 DMEM-10%, DMEM-5%, DMEM-2,5% y DMEM-0%: Medio Eagle modificado 
por Dulbecco (Lonza), con 4 mM de glutamina (Lonza), 100 U/ml de penicilina 
(Lonza), 0,1 mg/ml de estreptomicina (Lonza) y enriquecido con 10%, 5%, 2,5% 
o sin suero de ternera fetal (STF) (Biowest), respectivamente. Este medio se 
empleó con células CV-1 y HEp-2. 
 DMEM-Agar: Medio DMEM (Biological Industries) con 4 mM de glutamina 
(Lonza), 100 U/ml de penicilina (Lonza), 0,1 mg/ml de estreptomicina (Lonza), 
enriquecido con 2,5% STF, 1% de aminoácidos no esenciales (Gibco) y 0,7% 
de agar noble. Para el plaqueo del hRSV, en vez de agar noble se añadió 0,7% 
de agarosa “low melting point” (Difco). 
 IMDM-10%, IMDM 5% e IMDM-0%: Medio Iscove modificado por Dulbecco con 
4 mM de glutamina (Lonza), 100 U/ml de penicilina (Lonza), 0,1 mg/ml de 
estreptomicina (Lonza) y enriquecido con 10% y 5% o sin suero de ternera fetal 
(Biowest), respectivamente. Empleado con las células Vero 118. 
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 ClonaCellTM-HY HAT: Abreviado, medio HAT (StemCell). Medio enriquecido 
con Hipoxantina, Timidina y Aminopterina.    
 RPMI-15%: Medio RPMI 1645 (Lonza) suplementado con 4 mM Glutamina, 100 
U/ml penicilina, 0,1 mg/ml estreptomicina y HT (Media suplement Hibrimax 50X, 
Sigma) y enriquecido con 15% STF. Empleado para el crecimiento de células 
Sp2/0. 
 ClonaCellTM-HY medio E: Abreviado, Clonacell (StemCell). Empleado para el 
clonaje y crecimiento de hibridomas. 
 Optimem: medio enriquecido utilizado para la transfección de células en cultivo, 
suministrado por Gibco.  
 Tripsina-Verseno: 0,05% tripsina (Lonza) y 0,02% EDTA (Merk) en PBS 
(Lonza), utilizado para despegar las células adherentes. 
2.2. Medios para bacterias 
 LB: suministrado por Nzytech. 
 NZY: 4% bacto-Triptona (BD), 2% extracto de levadura (Difco), 2% NaCl. 
 ONE: Overnight Express Instant TB Medium, suministrado por Novagen. 
 Circlegrow: medio semisólido suministrado por Q-BIOgene. 
3. Manipulación de células y virus  
3.1. Cultivo de células eucariotas 
Las células HEp-2 y CV-1 se crecieron en placas de Petri de 150mm de 
diámetro (P150) con medio DMEM-10% y las células Vero-118 con IMDM-10%. Para 
el cultivo de células Sp2/0 se empleó el medio RPMI-15%. Los hibridomas se 
crecieron en medio Clonacell. Todas las líneas celulares se incubaron a 37ºC en una 
atmósfera con 5% de CO2 y 98% de humedad. Las monocapas celulares de HEp-2, 
CV-1 y Vero-118 se subcultivaron desprendiéndolas con tripsina-verseno. Para las 
células Sp2/0 y los hibridomas, no se requieren proteasas, desprendiéndolas del 
plástico por acción mecánica de pipeteos. Para su almacenamiento, las células se 
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resuspendieron en STF con 10% de dimetilsulfóxido (DMSO, Merck) y se congelaron 
en nitrógeno líquido. 
3.2. Cultivo de bacterias 
Las bacterias transformadas XL 10-Gold se seleccionaron en  medio semisólido 
Circlegrow con 100 µg/ml de ampicilina y se crecieron en medio LB líquido con 100 
µg/ml de ampicilina durante 16-20 horas a 37ºC y en agitación. El DNA plasmídico se 
purificó con el kitQIAEX II Gel Extration (Qiagen). 
3.3. Metapneumovirus humano 
3.3.1. Crecimiento y titulación de metapneumovirus humano (hMPV)-GFP 
Para el crecimiento del hMPV, monocapas confluentes de células Vero-118 en 
placas de Petri P150 se infectaron con virus hMPV-GFP de los sublinajes A1 o B1 a 
una multiplicidad de infección (moi) de 0,05 unidades formadoras de foco por célula 
(uff/célula) en medio IMDM-0%. Después de una hora de adsorción a 37ºC, se retiró el 
inóculo y se añadió medio IMDM-0% fresco. Al día siguiente se retiró la mitad del 
volumen del medio y se añadió medio IMDM-0% con 4 µg/ml de tripsina disuelta en 
medio IMDM-0% (concentración final de tripsina 2 µg/ml) y se dejó progresar la 
infección 3-4 días. Cuando la infección estaba muy extendida, se retiró todo el medio y 
se añadieron 20 ml/placa de medio IMDM-0% con tripsina 2 µg/ml. Al día siguiente, se 
rasparon las células en el medio y se mezclaron con un volumen igual de sacarosa al 
50% para su almacenamiento en nitrógeno líquido hasta su utilización. 
 
La titulación del hMPV-GFP se llevó a cabo por recuento visual de focos 
fluorescentes al microscopio de fluorescencia. Para ello, cultivos confluentes de 
células Vero-118 crecidas  en placas de 96 pocillos (5x104 células/pocillo) se infectaron 
por duplicado con 150 µl/pocillo de diluciones seriadas del stock de virus en medio de 
cultivo IMDM-0%. La infección se dejó progresar 24 h a 37ºC y el título de virus se 
estimó mediante el recuento directo de células fluorescentes en un microscopio de 
fluorescencia Nikon Eclipse TS-100 con la unidad Nikon Intensilight C-HGFI. Los 
títulos obtenidos fueron aproximadamente de 1x107 ffu/ml. 
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3.3.2. Ensayos de neutralización del hMPV-GFP 
Para los ensayos de neutralización con los sobrenadantes de los hibridomas, 
células V-118 confluentes en placas de 96 pocillos Black Clear Bottom se infectaron 
con 80 µl/pocillo del virus hMPVA1-GFP (moi de 0,05 ffu/célula). Seguidamente se 
añadieron 20 µl/pocillo de los sobrenadantes procedentes de la fusión celular. La 
infección se dejó progresar 24h a 37ºC. Posteriormente se retiró el medio de infección, 
las células se lavaron con 100 µl/pocillo de IMDM-0% y se añadieron 100 µl/pocillo de 
IMDM-0% con 2 µg/ml de tripsina y se dejó progresar la infección 48 h a 37ºC. Pasado 
el tiempo de infección se lavaron las células con PBS atemperado y se midió la 
intensidad de la fluorescencia en el dispositivo Infinite M200Pro (Tecan) con una λex de 
483nm y una λem de 535nm.  
En los ensayos de neutralización del virus hMPVA1-GFP con anticuerpos 
monoclonales o sueros policlonales se modificó el ensayo para evitar el uso de 
tripsina. Para ello, células V-118 se infectaron con 150 µl/poc de virus hMPVA1-GFP 
(moi de 0,4 ffu/célula), pre-incubado 30 minutos con diluciones los anticuerpos 
purificados o de los sueros, en medio IMDM-0% para los AcMs o IMDM-5% para los 
sueros. La infección se dejó progresar 48h a 37ºC sin cambiar el medio. Pasado el 
tiempo de infección, las células se lavaron con PBS y la señal de fluorescencia de 
cada pocillo se cuantificó de igual modo a lo explicado en el párrafo superior. Los 
valores de fluorescencia se expresaron en porcentaje respecto de virus en ausencia 
de anticuerpo. 
3.3.3. Obtención y caracterización de virus hMPVA1-GFP resistentes a AcMs 
Se realizaron sucesivos pases del virus hMPVA1-GFP en presencia de 
cantidades crecientes de AcM, para obtener virus resistentes a esos AcMs. Para ello, 
en placas de M24, se infectaron células Vero-118 confluentes con el virus hMPVA1-
GFP “wild-type”, preincubado durante 30 minutos a temperatura ambiente con 50 
veces la IC50 de cada uno de los AcMs. A las 24h de la infección, se retiró el medio y 
se añadió  2 ml/pocillo de medio IMDM-0% fresco con tripsina 2 µg/ml. Pasadas 48-72 
horas, cuando la mayoría de las células estaban infectadas (siguiendo la infección en 
el microscopio de fluorescencia), estas se rasparon y se recogieron junto al 
sobrenadante, homogeneizado por pipeteo, agitación con vortex y un proceso de 
congelación (-80ºC) y descongelación (37ºC).  
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En los pases subsiguientes, para cada AcM se infectaron dos pocillos de M24, 
uno con virus del pase anterior sin añadir AcM, y otro con el mismo virus y una 
cantidad del AcM mayor que la del pase anterior. Los virus se consideraron resistentes 
cuando el número de células infectadas y fluorescentes del pocillo control y del que 
tenía AcM, era parecido. El número de pases que se necesitó varió entre los distintos 
anticuerpos pero en todos los casos se dieron entre 5 y 10 pases hasta un último pase 
en presencia de aproximadamente 200 µg del anticuerpo neutralizante. 
 
Después de obtener los virus resistentes se procedió a la secuenciación del 
mRNA codificante de la proteína F correspondiente. Para ello, células Vero-118 en 
placas de M24 se infectaron con cada virus (moi 0,1 ffu/célula). A los tres días, cuando 
la monocapa estaba totalmente infectada, se rasparon las células y se separaron del 
sobrenadante centrifugándolas 5 minutos a 1500 rpm. El pellet celular se resuspendió 
en 0,5 ml de Trizol (Sigma), resuspendiéndolo bien por pipeteos y vortex, y se incubó 5 
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se añadieron 100 µl de cloroformo 
(Sigma) y se agitó durante 15 seg con el vortex hasta conseguir una emulsión que se 
dejó reposar 3 min y se minifugó a 14.000 rpm, 15 minutos a 4ºC. La fase líquida 
superior, donde se encuentra el RNA, se recogió con cuidado para no recoger nada de 
la interfase, donde se localizan las proteínas. Esa fase liquida se pasó a otro 
eppendorf y se precipitó con 250 µl de isopropanol incubándolo durante 10 min a 
temperatura ambiente. Posteriormente se minifugó el precipitado a 14.000 rpm durante 
10 minutos y a 4ºC. Se descartó el sobrenadante y el pellet se lavó con 0,5 ml de 
etanol 75% y se minifugó 2 min a 14.000 rpm a 4ºC. De descartó el sobrenadante y el 
pellet que contenía el RNA se secó durante 1h en una estufa a 60ºC. Por último, el 
RNA se resuspendió en 50 µl de agua estéril precalentada a 60ºC. La integridad del 
RNA total extraído se analizó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. El RNA 
se almacenó a -20ºC hasta su uso para la síntesis del cDNA y secuenciación. 
 
La síntesis del cDNA se llevó a cabo con el kit AccuScript PfuUltra II RT-PCR 
(Live Technologies). Para ello se preparó en el termociclador una reacción de RT, 
agregando 200 ng del RNA, 100 ng del oligonucleótido negativo A1_1564-1588- (ver 
Tabla 2) y preincubándolo 15 minutos a 65ºC. Posteriormente se agregó 1,5 µl de 100 
mM DTT y 1 µl del enzima retrotranscriptasa AccuScript High-Fidelity RT, según las 
especificaciones de uso, y se incubó 30 min a 42ºC y 5 min a 95ºC en el termociclador. 
Por último se realizó la amplificación por PCR del cDNA del gen que codifica para la 
proteína F del hMPV. Para ello se mezcló 1 µl del producto de la reacción anterior, 
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100ng de los oligonucleótidos positivo (Tabla 2, A1_EcoRi_1-15+)  y negativo 
(A1_1564-1588-) y 0,5 µl de la polimerasa pfuUltra II, todo ello en un volumen final de 
50µl de H2O. La mezcla se sometió a los siguientes ciclos de amplificación: 95ºC 2min 
// 95ºC 30seg / 68ºC 30seg / 68ºC 1min (25 ciclos) // 68ºC 5min. El producto de 
amplificación se analizó en un gel de agarosa al 1%. La secuenciación del gen de la 
proteína F se llevó a cabo en la unidad de Genómica del Instituto de Salud Carlos III 
con los oligonucleótidos mostrados en el apartado de secuenciación de la proteína F 
del hMPVA1 de la Tabla 2. 
3.4. Virus respiratorio sincitial humano 
3.4.1. Crecimiento y titulación del virus respiratorio sincitial humano 
Para el crecimiento del hRSV-GFP, monocapas confluentes de células HEp-2 
en placas de Petri P150, se infectaron con el virus hRSV-GFP (cepa Long) a una 
multiplicidad de infección (moi) de 0,05 unidades formadoras de foco por célula 
(uff/célula) en medio DMEM-0%. Después de dos horas de adsorción a 37ºC, se retiró 
el inóculo y se añadió medio DMEM-0% fresco. Tras dejar progresar la infección 3-4 
días, se rasparon las células en el sobrenadante de cultivo, haciéndose una 
suspensión homogénea mediante pipeteo y agitación con vortex. El hRSV-GFP se 
alicuoteó y se guardó en nitrógeno líquido hasta su uso. Para utilizarlo, después de su 
descongelación, se minifugó 30 seg a 14.000 rpms para eliminar los restos celulares. 
 
La titulación del hRSV se llevó a cabo por dos métodos distintos. La titulación 
del virus hRSV-GFP se realizó mediante el recuento visual  de células infectadas. Para 
ello, cultivos confluentes de células V-118, crecidas  en placas de 96 pocillos (5x104 
células/pocillo), se infectaron por duplicado con 150 µl/pocillo de diluciones seriadas 
del stock de virus en medio de cultivo DMEM-0%. La infección se dejó progresar 24 h 
a 37ºC y el título de virus se estimó mediante el recuento directo de células 
fluorescentes en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse TS-100 con la unidad 
Nikon Intensilight C-HGFI. Los títulos obtenidos fueron aproximadamente de 1x107 
ffu/ml. 
La titulación del hRSV que no tiene el gen de la proteína GFP se llevó a cabo 
mediante ensayos de plaqueo. Para ello, se sembraron 1,2x106 células HEp-2 en 
placas M6 con medio DMEM-10%. Al día siguiente, cuando las células formaban una 
monocapa confluente, estas se lavaron con 2 ml de medio DMEM-2% y se añadieron  
diluciones seriadas del virus en 300 µl/pocillo de DMEM-2%. El virus se adsorbió 
durante 2 h, moviendo la placa cada 10-15 min. Tras la adsorción, se retiró el inóculo y 
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las células se lavaron con 3 ml/pocillo de DMEM-2,5%. Seguidamente se agregaron 3 
ml/pocillo de DMEM-Agar y la infección se dejó progresar 5 días a 37ºC y 5% CO2. 
Para revelar las placas de lisis producidas por el hRSV, se añadieron 3 ml de 
formaldehído al 4% en PBS por pocillo y se incubaron 45 min a temperatura ambiente. 
Seguidamente se eliminó la agarosa, y las células se fijaron con 2 ml/pocillo de 
metanol a -20ºC durante 5 min. Las células fijadas se lavaron tres veces con H2O, se 
les añadió 1ml/pocillo de 1% BSA en PBS, y se incubaron 30 min a temperatura 
ambiente. Seguidamente se retiró el bloqueante (1% BSA en PBS) y se añadieron 800 
µl de una mezcla de anticuerpos monoclonales dirigidos frente a las proteínas F, G y P 
del hRSV (sobrenadantes de los hibridomas 021/1G, 021/2G, 47F y 67P, diluidos 1/50 
en 1% BSA). Tras una hora de incubación, se retiró la mezcla de anticuerpos y las 
células se lavaron tres veces con H2O. Seguidamente  se añadieron 800 µl de Igs de 
ratón conjugadas con peroxidasa y se incubó una hora a temperatura ambiente. Por 
último las células se volvieron a lavar tres veces con H2O y se añadieron 800 µl/pocillo 
de tampón 0,1M citrato, 0,2 M fosfato pH 5,5, 0,12% de H2O2 y 0,16mg de 3-Amino-9-
etil-carbazol (AEC) como sustrato, disuelto en DMSO. Esta reacción se incubó durante 
20 min en oscuridad y, tras retirar el sustrato, se procedió al recuento visual de las 
placas de lisis. 
3.4.2. Ensayos de neutralización del hRSV-GFP 
Para los ensayos de neutralización del virus hRSV-GFP, células V-118 
confluentes en placas de 96 pocillos Black Clear Bottom se infectaron con 150 
µl/pocillo de virus hRSV-GFP (multiplicidad de infección de 0,05 ffu/célula), pre-
incubado 30 minutos con diluciones de los anticuerpos en medio IMDM-0% para los 
AcMs, o IMDM-5% para diluciones de los sueros. La infección se dejó progresar 72 h a 
37ºC. La señal de fluorescencia se midió de igual manera que lo explicado en la 
neutralización del hMPV-GFP.  
 
3.5. Virus Vaccinia 
3.5.1. Obtención de virus vaccinia recombinantes 
Los virus vaccinia recombinantes empleados en este trabajo se obtuvieron 
siguiendo el método descrito por Blasco y Moss (Blasco et al., 1995). Este se basa en 
el uso del virus vRB12, que carece del gen VP37 y por tanto es incapaz de formar 
placas de lisis. Sin embargo, al infectar células con el virus vRB12 y posteriormente  
transfectarlas con plásmidos derivados del pRB21, que lleva una copia funcional del 
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gen VP37, se forman virus recombinantes que son capaces de formar placas de lisis y 
por tanto pueden seleccionarse de esta manera.  
 
Así pues, células CV-1 confluentes crecidas en placas de M6 se infectaron con 
1 ml/pocillo del virus vaccinia de la cepa vRB21 a una moi de 1 pfu/célula en DMEM-
0%. Tras una hora de adsorción a 37ºC, se retiró el inóculo y se procedió a transfectar 
con los plásmidos derivados del pRB21. Para ello se preparó una mezcla de 100 
µl/transfección en medio Optimem que contenían 30 µl del agente transfectante 
Lipofectamina-2000 (Live Technologies) y 5 µg del plásmido pRB21 que codificaba el 
gen de la proteína F a expresar. A las células se les añadió 1 ml/pocillo de medio 
DMEM-0% y sobre este medio se añadieron los 100 µl de la mezcla de trasfección. La 
trasfección se dejó progresar 4-6 h a 37ºC. Transcurrido ese tiempo se retiró la 
mezcla, las células se lavaron con DMEM-0% y se les añadieron 2 ml/pocillo de 
DMEM-0%, dejando progresar la infección 48h a 37ºC.  
 
Seguidamente, los virus presentes en los sobrenadantes de los cultivos se 
plaquearon en monocapas confluentes de células CV-1 en placas de M6, como se 
indicará posteriormente. Se seleccionaron 2-3 placas de lisis para cada sobrenadante, 
que se emplearon para inocular nuevas monocapas de células CV-1. Los virus de 
estas nuevas infecciones se volvieron a plaquear 2-3 veces para asegurarse de la 
eliminación de todo el virus vRB12 parental.   
 
Los virus vaccinia recombinantes así obtenidos se crecieron inoculando células 
CV-1 en placas P150 (1,3x107 células). La infección se dejó progresar 3 días, hasta 
que el efecto citopático era generalizado. En ese momento, las células se rasparon y 
se recogieron junto con el sobrenadante, que se centrifugó 10 minutos a 2.500 rpm a 
4ºC. El sobrenadante se descartó y el pellet celular se lavó con PBS estéril y se 
resuspendió en 3 ml de 1 mM Na2HPO4 por cada P150. Puesto que el 80-90% del 
virus infectivo es intracelular, para liberar el virus, el pellet celular se sometió a tres 
ciclos de congelación (-80ºC) y descongelación (37ºC) de las células y a un ciclo de 
sonicación en baño de ultrasonidos 5 minutos, para romper las células y liberar el 
virus. Seguidamente, el extracto sonicado se clarificó de los restos celulares mediante 
centrifugación durante 10 minutos a 2.500 rpm y 4ºC y el sobrenadante se recogió y se 
almacenó a -80ºC hasta su uso. 
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3.5.2. Titulación de virus vaccinia por plaqueo en agar 
Células CV-1 confluentes en pocillos de placas M6 (1x106 células/pocillo) se 
infectaron por duplicado con diluciones seriadas de virus  en 1 ml/pocillo de DMEM-
2,5%. Después de una hora de adsorción, se retiró el inóculo, se lavaron las células 
con DMEM-2,5% y se añadieron 2 ml/pocillo de DMEM-agar al 0,7%. Tras 48h a 37ºC, 
las placas de lisis se podían observar visualmente como calvas en la monocapa 
celular. Entonces se procedió bien a resuspender algunas de las placas de lisis en 150 
µl de medio DMEM-0% por placa de lisis para el posterior crecimiento del virus, o bien 
a la fijación y tinción de la monocapa para el recuento de las placas de lisis. Para esto 
último, se añadió sobre el agar 1 ml/pocillo de paraformaldehído (PFA) al 10% en PBS 
completo y se incubó durante 30 min a temperatura ambiente. Tras retirar el PFA y el 
agar, las células se tiñeron con 1 ml de cristal violeta al 0,1% en metanol al 20% por 
pocillo, durante 30 min a temperatura ambiente. Las células se lavaron repetidamente 
con H2O y las placas se contaron visualmente. Los títulos de virus obtenidos 
habitualmente fueron de 107-108 pfus/ml en el caso de virus  provenientes de una sola 
placa de lisis o de ~109 pfus/ml cuando los vaccinias se habían crecido a gran escala. 
4. Obtención y manejo de anticuerpos monoclonales (AcMs) 
4.1. Obtención de hibridomas 
La obtención de hibridomas productores de AcMs se basa en la fusión de 
linfocitos derivados del bazo de ratones con células de la línea de mieloma Sp2/0 (de 
crecimiento ilimitado en cultivo) y su crecimiento en medio HAT. Este medio tiene 
aminopterina (inhibidor de la síntesis de novo de las purinas), por lo que las células 
Sp2/0, deficientes en el enzima HGPRT, no son capaces de crecer. Asimismo los 
esplenocitos no son capaces de crecer normalmente salvo en medios con factores de 
crecimiento específicos. Sin embargo, las células provenientes de la fusión de una 
célula Sp2/0 con un linfocito adquieren el gen que codifica para el enzima HGPRT del 
linfocito y pueden crecer ilimitadamente en medio HAT, mientras que no lo harán las 
células que no se hayan fusionado. Además, algunas de esas células fusionadas 
(hibridomas) adquirirán la capacidad de producir anticuerpos deseados si se 
fusionaron con linfocitos productores de esos anticuerpos. 
 
Por tanto, ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas se inmunizaron por 
inoculación intramuscular (i.m) con 10 µg/dosis de proteína F purificada en 75µl de 
buffer 50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl pH 8,0, mezclados con 75 µl del adyuvante 
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CpG. Se administraron dos dosis separadas por 4 semanas. Cuatro días después de 
la última dosis se procedió a realizar la fusión celular. Para ello, el ratón inmunizado se 
sacrificó con vapores de isofluorano, y seguidamente se extrajo el bazo que se 
disgregó en RPMI pasándolo por un cedazo. Así se obtuvo una suspensión de 
esplenocitos. Estas células se mezclaron, en proporción 4:1, con células Sp2/0 que se 
encontraban en fase logarítmica de crecimiento y la mezcla de células se recogió 
mediante centrifugación a 1.500 rpm durante 5 minutos. Para la fusión celular, el pellet 
se resuspendió en 1 ml de Polietilenglicol 4000 (PEG-4000, Invitrogene), que se fue 
añadiendo lentamente y con agitación durante 1 min en un recipiente con agua a 37ºC. 
Finalmente las células se resuspendieron en medio HAT y se sembraron en placas de 
cultivo de 96 pocillos, a razón de 100.000 esplenocitos originales por pocillo en 200 µl 
de medio HAT y se  incubaron 5 días a 37ºC en atmósfera con 5% de CO2. Tras los 
cinco días de incubación el medio HAT se retiró y se añadieron 200 µl/pocillo de medio 
Clonacell. Una semana después se recogieron 120 µl del sobrenadante de cada 
pocillo y la presencia de AcMs se probó en ensayos de ELISA y/o microneutralización. 
Los hibridomas cuyos sobrenadantes tuvieron AcM de interés se clonaron dos veces 
por dilución límite, para asegurarse que se había estabilizado su dotación 
cromosómica y que todas las células provenían de un único clon. 
 
Para su almacenamiento, los hibridomas clonados se crecieron en placas 
P100. Las células se rasparon y el sobrenadante se descartó centrifugando las células  
a 2000 rpm a temperatura ambiente. Los hibridomas se congelaron en nitrógeno 
líquido en presencia de STF con dimetilsulfóxido (DMSO) al 10%. 
 
4.2. Purificación de anticuerpos monoclonales (AcMs) 
Los hibridomas se crecieron en placas P100 en medio Clonacell hasta obtener 
un volumen de sobrenadante de aproximadamente 300 ml. Para precipitar los AcMs 
presentes en el sobrenadante, éste se mezcló en iguales proporciones con sulfato 
amónico saturado pH 7,0 durante 2 h en agitación a 4ºC. A continuación se centrifugó 
50 min a 10.000 rpm, se descartó el sobrenadante y el “pellet” que contenía los 
anticuerpos se resuspendió en 10 ml de PBS que se dializaron frente a 2 litros de PBS 
durante 24h. Para purificar los AcMs, la disolución en PBS se mezcló en proporción 
1:1 con tampón 1,5 M Glicina, 3 M NaCl, pH 8,9 y se pasó por una columna de 
proteína A-Sepharosa, equilibrada en el mismo tampón. Los AcMs unidos a la columna 
se eluyeron con tampón 0,1M citrato sódico pH 3,0. El pH de las fracciones eluidas se 
neutralizó con Tris saturado y tras juntarse aquellas fracciones que tenían una 
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absorbancia significativa a 280 nm, se dializaron frente a PBS durante 24 h. El 
rendimiento medio de este método fue de 8-10 mg de AcM por cada 300 ml de 
sobrenadante. 
4.3. Marcaje de los AcMs con biotina 
Quinientos microgramos de cada AcMs se dializaron frente a un tampón de 0,1 
M Na2CO3, 0,5 M NaCl pH 9,0 durante 24 h. Posteriormente se añadió biotina (disuelta 
el mismo día de su uso a 1 mg/ml en DMSO) en proporción 1:10 (v:v) y se incubó 2 
horas en agitación. Por último se volvió a dializar 24 h frente a PBS y su correcta 
biotinilación se evaluó en ensayos de ELISA. 
4.4. Obtención y purificación de fragmentos Fab 
Dos miligramos de cada uno de los AcMs purificados se digirieron con papaína  
en un volumen final de 2 ml en PBS incompleto, que contenía 100 µg de papaína en 
presencia del agente reductor cisteína (concentración final 4,2 mM) y EDTA 
(concentración final 0,8 mM). Tras una incubación de 4h a 37ºC, la digestión se paró 
con Iodoacetamida a una concentración final de 30 mM durante 15 min y a 
temperatura ambiente. 
 
Una vez digeridos los AcMs, el material se pasó por una columna de afinidad 
con anticuerpos anti-kappa (Thermo Scientific) equilibrada en PBS. La columna se 
lavó hasta que la OD280nm de eluido fue <0,1. Seguidamente, los fragmentos Fab 
retenidos en la columna se eluyeron con 0,1 M citrato sódico pH 3,0 y las fracciones 
eluidas se neutralizaron inmediatamente con Tris saturado. Las fracciones que 
contenían el Fab se juntaron y se concentraron hasta un volumen de 450 µl con un 
VivaSpin 30 (30 kDa). A continuación se cargaron en una columna de filtración en gel 
Superdex 200 10/300 GL, previamente equilibrada en PBS, para separar la papaína 
del Fab. El pico del Fab eluyó alrededor del ml 90, y sus fracciones se concentraron 
mediante un VivaSpin 30. De los 2 mg de AcM de partida se recuperó entre 0,1-0,5 mg 
de Fab.  La reactividad de los fragmentos Fab obtenidos se analizó mediante ELISA. 
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5. Mutagénesis de plásmidos pRB21 y expresión transitoria de 
proteínas F 
5.1. Mutangénesis de los plásmidos pRB21 
Para la mutagénesis de los plásmidos derivados del pRB21 que portaban los 
genes de las proteínas F quiméricas, y para la mutagénesis de los plásmidos que 
codifican para los genes de las proteínas F post-fusión del hMPV con mutaciones 
puntuales, se utilizó el kit Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific). 
Los plásmidos pRB21 de partida con los que se generaron y los oligonucleótidos 
utilizados en la mutagénesis de cada una de las proteínas quiméricas se indican en la 
Tabla 3. En todos los casos se llevó a cabo una reacción de PCR, siguiendo las 
indicaciones del fabricante. La mezcla de reacción se preparó con 100 ng del pRB21 
usado como molde, 12,5 mM de dNTPs, 10 µM de los oligonucleótidos y 1 unidad del 
enzima, en un volumen final de 50 µl del tampón proporcionado por el fabricante. La 
mezcla se sometió a los siguientes ciclos de PCR: 1x ciclo de 98ºC/2min // 98ºC 30seg 
/ 55ºC 30 seg / 72ºC 4 min (30 ciclos) // 72ºC 10 min. El producto de la PCR se digirió 
con 1 µl de DpnI, siguiendo las especificaciones del fabricante para eliminar el DNA 
parental metilado.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mutante Esqueleto Sitio antigénico intercambiado pRB21 molde Oligonucleótidos 
F-400 
Post hRSV F II 
Post hRSV F P400+ / P400- 
F-401 F-400 P401+ / P401- 
F-403 
Post hRSV F IV 
Post hRSV F P403+ / P403- 
F-404 F-403 P404+ / P404- 
F-407 
Pre hRSV F II 
Pre hRSV F P400+ / P400- 
F-408 F-407 P401+ / P401- 
F-410 
Pre hRSV F IV 
Pre hRSV F P403+ / P403- 
F-411 F-410 P404+ / P404- 
F-412 F-411 P405+ / P405- 
F-414 
Post hMPV FA1 II 
Post hMPV FA1 P414+ / P414- 
F-415 F-414 P415+ / P415- 
F-416 F-415 P416+ / P416- 
F-417 Post hMPV FA1 IV Post hMPV FA1 P417+ / P417- 
Tabla 3. Mutagénesis de los plásmidos pRB21 para la obtención de proteínas F 
quiméricas. Se muestra: el nombre de la proteína F quimérica, la proteína de la que se 
partía para generar esa quimera (esqueleto), el sitio antigénico intercambiado, el pRB21 
que se usaba como molde para cada una de ellas y los oligonucleótidos utilizados (ver 
apartado de mutagénesis en la Tabla 2).   
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5.2. Transformación de bacterias competentes y selección de bacterias 
transformadas 
Bacterias competentes XL 10-Gold Ultracompetent Cells (Agillent 
Technologies) se transformaron con los plásmidos pRB21 descritos en el apartado 
anterior, siguiendo las indicaciones del fabricante. Las bacterias transformadas se 
crecieron durante toda la noche a 37ºC en placas con medio semisólido Circle-Grow 
con 100 µg/ml de ampicilina. 
 
Se seleccionaron varias colonias de cada transformación y las bacterias se 
crecieron en 5 ml de medio líquido LB con 100 µg/ml de ampicilina a 37ºC y en 
agitación durante toda la noche. La extracción del DNA se realizó con el kit QIAprep 
spin Miniprep (Quiagen), según las instrucciones del fabricante, en el aparato 
Quiacube (Quiagen). Para comprobar que el plásmido tenía la mutación correcta y que 
no tenía mutaciones espúreas  se secuenció el gen completo de la proteína F en la 
unidad de Genómica del Centro Nacional de Microbiología, con oligonucleótidos 
específicos (Tabla 2).   
 
Una vez comprobado que los genes de las proteínas F tenían las mutaciones 
deseadas se procedió a obtener una mayor cantidad de DNA utilizando el kit 
NYZMidiprep (NYZtech), siguiendo las especificaciones del fabricante. 
 
5.3. Expresión transitoria en ensayos de infección-transfección con los 
plásmidos pRB21 
Para evaluar la expresión de las proteínas F clonadas en los plásmidos pRB21, 
se infectaron células CV-1 confluentes crecidas en placas de M6, con un virus vaccinia 
recombinante que expresa la proteasa furina (moi de 10 pfu/célula), en 1 ml/pocillo de 
DMEM-0%. Tras una hora de adsorción a 37ºC, se retiró el inóculo y, tras lavar las 
células con 1 ml/pocillo de DMEM-0%, se les añadió 1 ml por pocillo de DMEM-0%. 
Mientras tanto se procedió a preparar la mezcla de la transfección. Para ello se 
preparó, para cada transfección, una mezcla de 100 µl en medio Optimem que 
contenía 15 µl de Lipofectamina-2000 (Live Technologies) y 5 µg del plásmido pRB21 
que codificaba el gen a expresar. Los 100 µl de la mezcla de transfección se 
añadieron sobre el medio de cultivo de las células CV-1 y se incubó 4-6 h a 37ºC. 
Transcurrido ese tiempo, se retiró la mezcla de transfección, se lavaron las células con 
DMEM-0%, se añadió 1ml/pocillo de DMEM-0% y se continuó la incubación durante 
24h a 37ºC. Pasado ese tiempo se recogieron los sobrenadantes, se clarificaron 
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mediante minifugación durante 5 minutos a 14.000 rpm a 4ºC y la proteína F se evaluó 
en un ensayo de ELISA directo (ver apartado 7.1.1 de Material y Métodos). Aquellos 
plásmidos que tuvieron niveles de expresión aceptables se incorporaron a vaccinias 
recombinantes para poder expresar dichas proteínas a gran escala y poder 
purificarlas.   
6. Expresión y purificación de proteínas F  
Cultivos confluentes de células CV-1 en placas de Petri P150 (1,3x107 células) 
se co-infectaron con virus vaccinia que expresa furina (a una moi de 0,025 pfu/célula) 
y con virus vaccinia que expresan las proteínas F solubles del hMPV o del hRSV, a 
una multiplicidad de 0,05 puf/célula, en medio DMEM-0%. La infección se dejó 
progresar 60-72 horas. Transcurrido el tiempo de infección, se recogió el sobrenadante 
(entre 1 y 2 litros) y se clarificó centrifugándolo en un rotor JA-14 (Beckman) a 10.000 
rpm a 4ºC durante 10 minutos. Tras la clarificación se añadió un cocktail de inhibidores 
de proteasas (Protease inhibitor cocktail tablets, complete EDTA-free, Roche) a razón 
de una pastilla de los inhibidores de proteasas por cada litro de sobrenadante y 
posteriormente este se concentró con un sistema de flujo tangencial Vivaflow 200 de 
50 KDa (Sartorius) hasta un volumen final de 50 ml. Se realizó un cambio de tampón 
añadiendo 300 ml de 50 mM Na2PO4 pH 8,0 y 300 mM NaCl (el medio de cultivo 
DMEM interfiere con la unión de la cola de histidinas de las proteínas a la columna de 
Ni2+) y concentrándolo de nuevo hasta un volumen final de 100 ml. Posteriormente se 
añadió 10 mM Imidazol para que la proteína tuviese el mismo tampón que con el que 
se equilibra la columna de afinidad por iones (IMAC). 
6.1. Cromatografía de afinidad por iones metálicos (IMAC) 
Para la cromatografía de afinidad por iones metálicos (IMAC) se empleó una 
resina de agarosa que tenía unida covalentemente Ni2+ (His-Select Nickel Affinity Gel, 
Sigma) empaquetada manualmente en columnas de cromatografía (Kontes® Flex-
Column® Chromatography Columns, Kimble Chase). Se empleó un volumen de resina 
de 5 ml, que es capaz de retener hasta 5 mg de proteína, según las especificaciones 
del fabricante. Esta columna se lavó con agua y, una vez empaquetada, se equilibró 
con 20 ml de tampón 50 mM Na2PO4 pH 8,0, 300 mM NaCl y 10 mM Imidazol. La 
columna se conectó a una bomba peristáltica por donde se pasó el sobrenadante 
concentrado descrito en el párrafo anterior  a un flujo de 0,3 ml/min. Una vez pasada la 
muestra por la columna, esta se lavó con tampón 50 mM Na2PO4 pH 8,0, 300 mM 
NaCl y 10 mM Imidazol, hasta obtener valores de OD280nm < 0,05 en el eluyente. A 
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continuación se realizó la elución de las proteínas con un tampón 50 mM Na2PO4 pH 
8,0, 300 mM NaCl y 250 mM Imidazol. Las fracciones eluidas con valores significativos 
de OD280nm se concentraron hasta un volumen de 450 µl utilizando Amicon Ultra -4 
centrifugal filters (Milipore, Merck) con un tamaño de poro de 50 kDa. 
6.2. Cromatografía de filtración en gel 
Para la cromatografía de filtración el gel se empleó una columna Superdex 
(HiLoad 16/600 Superdex 200pg, GE Healthcare) conectada a un equipo AKTAPrime 
Plus (GE Healthcare) y equilibrada con tampón 50 mM Na2PO4 pH8, 300 mM NaCl. La 
proteína eluida de la columna de Ni2+ y concentrada a 450 µl se minifugó a 14.000 rpm 
durante 5 min a 4ºC y se inyectó en el AKTA. La cromatografía se llevó a cabo a un 
flujo constante de 0,6 ml/min. Se recogieron fracciones de 1 ml y se fue siguiendo la 
absorbancia a OD280nm. Las fracciones correspondientes a un pico homogéneo 
alrededor del ml 68 (donde eluyen las formas post-fusión de las proteínas F) o del ml 
70 (formas pre-fusión de las proteínas) se recogieron y se juntaron. Posteriormente se 
concentraron con Amicon de 50 KDa hasta concentraciones finales de 0,5-1,5 mg/ml y 
se almacenaron a -20ºC hasta su uso. 
 
7. Técnicas inmunoquímicas 
7.1. ELISAs 
7.1.1. ELISA directo 
A placas de cloruro de polivinilo de 96 pocillos (Cultek) se les añadieron 50-80 
ng de antígeno diluido en PBS por pocillo y se incubaron 16 h a 4ºC. A continuación 
los pocillos se saturaron con 150 µl de 1% BSA en PBS (BSA FV, NYZtech) durante 
una hora. Seguidamente se retiró el bloqueante y se añadieron 50 µl/pocillo de 
diluciones de los AcMs en 1% BSA en PBS y se continuó la incubación durante una 
hora a temperatura ambiente. A continuación se retiró el líquido y las placas se lavaron 
5 veces con H2O. Los complejos inmunes se detectaron añadiendo 50 µl/pocillo de 
anticuerpo secundario α-Ig de ratón conjugado con peroxidasa (GE Heathcare) diluido 
en 1% BSA en PBS, según recomendación del fabricante. Por último, las placas se 
lavaron de nuevo con agua y se añadieron 50 µl/pocillo de sustrato comercial OPD 
(Sigma) diluido en tampón 0,1M citrato, 0,2 M fosfato pH 5,5 y H2O2 al 0,06%. La 
reacción colorimétrica se paró añadiendo 50 µl/pocillo de H2SO4 3N y se midió la 
OD492nm en un equipo Infinite M200Pro (Tecan). 
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7.1.2. ELISA de competición  
Previamente a los ensayos de ELISA de competición, los AcMs cuya unión se 
iba a competir, se marcaron con biotina (apartado 4.3 de Materiales y Métodos) y se 
titularon mediante ELISA directo. Así se determinó la cantidad de AcM capaz de 
producir una señal significativa pero no saturante en el ELISA (generalmente entre 20-
100 ng del AcM marcado). Una vez establecida la cantidad del AcM marcado con 
biotina, esta se mezcló con cantidades crecientes del AcM competidor no marcado. 
Las mezclas se añadieron a las placas de cloruro de polivinilo de 96 pocillos, a las que 
previamente se habían unido 40 ng/pocillo de la proteína F post-fusión del hMPV y que 
se habían bloqueado con 150 µl/pocillo de 1% BSA en PBS durante una hora. A 
continuación, las placas se incubaron durante una hora a temperatura ambiente y el 
anticuerpo no unido se eliminó por lavados con H2O.  La cantidad de anticuerpo 
marcado unido al antígeno en cada pocillo se determinó por la adición de 
estreptavidina-peroxidasa según especificaciones del fabricante y el revelado se 
realizó mediante sustrato OPD, como se describió en el apartado anterior.  
 
Para cuantificar la competición entre dos AcMs, se obtuvo la EC50 del 
anticuerpo no marcado con biotina, es decir, la concentración efectiva (expresado en 
µg/ml) de anticuerpo no marcado que reduce el 50% de la señal del anticuerpo 
biotinilado. Cuando la señal del anticuerpo marcado disminuyó más de un 75% en 
presencia del AcM no marcado se consideró que ambos AcMs competían por su unión 
al antígeno. Cuando la señal disminuyó entre un 50-75% se consideró que los dos 
AcMs competían parcialmente, y los demás casos se consideró que no competían. 
 
7.1.3. ELISA indirecto (o de captura) 
A placas de cloruro de polivinilo de 96 pocillos (Cultek) se les añadió 0,4 µg de 
los AcMs diluidos en PBS y se incubaron durante 16 horas a 4ºC. A continuación los 
pocillos se saturaron con 150 µl/pocillo de 1% BSA en PBS durante una hora. 
Posteriormente se retiró el bloqueante y se añadieron  50 µl/pocillo de diluciones 
seriadas de las proteínas en 1% BSA en PBS continuándose la incubación durante 
una hora a temperatura ambiente. Seguidamente se retiró el líquido de los pocillos y 
las placas se lavaron 5 veces con agua. A continuación se añadieron 50 µl/pocillo del 
anticuerpo secundario α-histidinas (Anti-His; Bio-Rad) (ya que todas las proteínas 
purificadas tienen el tag de 6-His) marcado con biotina y diluido en 1% BSA en PBS, 
según especificaciones del fabricante. Tras una hora de incubación se retiró el 
Materiales y Métodos 
 
51 
 
anticuerpo secundario, las placas se lavaron 5 veces con H2O y los complejos inmunes 
se detectaron por la adición de estreptavidina-peroxidasa (GE Healthcare) y sustrato 
OPD como se indicó anteriormente. 
 
7.2. Surface plasmon resonance (SPR) (Biacore) 
Las constantes de afinidad (KD) de los fragmentos Fabs unidos a la proteína F 
se determinaron por “Surface plasmon resonance” (SPR) usando el Biacore X100 
(Biacore, Uppsala, Suecia). Para ello, sobre un chip CM5 activado, se unieron 
covalentemente 10.000 unidades arbitrarias de resonancia (RU) del AcM α-histidinas. 
Después de eso se unieron a este anticuerpo primario 140 RU de las proteínas a 
analizar y seguidamente se pasaron los fragmentos Fabs a 8-10 concentraciones 
distintas (0,5-500 mM) con un flujo de 40 µl/min. Para la etapa de disociación del Fab 
se pasó 0,05% Tween20 en PBS al mismo flujo. Por último, para limpiar el “chip” de 
Fab residual se pasó una solución de 20 mM HCl. 
 
Una vez obtenidos los sensogramas, las constantes de afinidad (KD) se 
calcularon utilizando el programa BIAevaluation siguiendo el modelo e Langmuir 1:1 
para calcular los parámetros cinéticos. Este programa calcula la constante de afinidad 
(KD) dividiendo las pendientes de las curvas de disociación (Koff) y de asociación (Kon) 
para cada una de las concentraciones.  
 
8. Electroforesis, electrotransferencia e inmunodetección de 
proteínas (Western Blot) 
Las proteínas (3 µg) se diluyeron en tampón de muestra (0,08 M Tris-HCl pH 
6,8; 2% SDS, 10% glicerol, 0,01% de azul de bromofenol) y se separaron 
electroforéticamente en geles de gradiente continuo de poliacrilamida 4-12% (SDS-
PAGE, Bio-Rad), o en geles de poliacrilamida al 10%, en ausencia o presencia de 100 
mM de DTT. Las muestras se calentaron 5 min a 100ºC antes de cargarlas en el gel. 
El tampón empleado para la electroforesis fue 25 mM Tris, 192 mM glicina pH 6,8 y 
0,1% SDS. La electroforesis se llevó a cabo a 190 V hasta que el azul de bromofenol, 
utilizado como colorante del frente, llegó a 0,5 cm del final del gel. El gel se tiñó 
durante toda la noche con el colorante BlueSafe (NZYtech) y se eliminó el exceso de 
colorante con agua. 
 
Materiales y Métodos 
 
52 
 
Cuando el gel se utilizó para realizar un Western-blot, la cantidad de proteína 
que se separó en la electroforesis fue 10 veces menor que para el SDS-PAGE (0,3 
µg). Una vez realizada la electroforesis,.las proteínas se transfirieron a una membrana 
Inmobilon-P (Milipore, Merck) en tampón 25 mM Tris, 192 mM glicina pH 7,5, 0,1% 
SDS y 20% metanol durante 1,5 h a 250 mA. A continuación se procedió a bloquear 
las uniones inespecíficas de la membrana con 2% de agente bloqueante (Membrane 
blocking agente, GE Healthcare) en PBS con 0,01% Tween20. Seguidamente se 
añadieron los AcM a una concentración de 2 µg/ml diluidos en 5 ml del agente 
bloqueante y se incubaron una hora con agitación a temperatura ambiente. Tras la 
incubación la membrana se lavó 3 veces durante 5 min con 20 ml de 0,01 Tween20 en 
PBS. Los complejos de antígeno-anticuerpo se detectaron mediante la adición del 
anticuerpo secundario Ig-mouse conjugado con peroxidasa, diluido 1:5000 en 10 ml 
del agente de bloqueo incubándose durante una hora con agitación a temperatura 
ambiente. Tras tres nuevos ciclos de lavado se añadió el sustrato luminiscente ECL 
(ECL Prime Western Blottin Detection Reagent, GE Healthcare) siguiendo las 
especificaciones del fabricante. Las bandas de proteína se visualizaron utilizando el 
sistema Kodak (Kodak Gel Logic 1500 Imaging System camera) con el software Kodak 
Imagen Molecular. 
9. Microscopia electrónica 
Para la visualización de proteínas al microscopio electrónico, sobre una gota 
(~5 µl) de proteína a ~0.02 mg/ml se depositó una rejilla de cobre recubierta con 
carbón (CF300-Cu, EMS) que había sido previamente ionizada mediante descarga 
iónica (Q15OT ES, Quorum). La rejilla fue incubada durante 3-5 minutos con la 
muestra, lavada 2 veces con buffer 20 mM Tris-HCl pH 7,5; 300 mM NaCl y  teñida 10 
minutos sobre una gota de formiato de uranilo al 1% (p/v). El exceso de líquido se 
eliminó poniendo la rejilla en contacto con papel de filtro grado 1 (Whatman). Para la 
visualización de las proteínas se empleó un microscopio electrónico FEI Tecnai 12 
(estabilizado a  120 kV) o un microscopio Jeol JEM-1011 (estabilizado a  100 kV) y las 
imágenes fueron registradas en cámaras CCD Gatan ES1000W Erlangshen o Gatan 
1k a unas magnificaciones nominales sobre el detector de 20,400X  y 30,000X, 
respectivamente. 
 
Para análisis mediante microscopía electrónica de inmunocomplejos formados 
por proteínas F y AcMs o los fragmentos Fabs, se preincubaron 0,1 µg de la proteína F 
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con 0,1-1 µg de los AcMs o de los Fabs y analizaron como se indica en el párrafo 
anterior.  
 
Para la obtención de medias bidimensionales de proteína F post-fusión del 
hMPV se empleó el software Xmipp integrado en la plataforma Scipion. Para los 
complejos de la proteína F unida a los Fabs MF14, MF16 y MF17 se seleccionaron 
manualmente 369, 339 y 170 imágenes de complejos, respectivamente, y se 
obtuvieron medias bidimensionales libres de modelo con la rutina CL2D del paquete 
Xmipp. 
10. Análisis estadístico    
Los resultados de los títulos de anticuerpos presentes en los sueros de los 
ratones realizados en esta se muestran como valores individuales y la media 
aritmética de cada grupo. Las diferencias estadísticas significativas entre los distintos 
grupos de sueros se calcularon por análisis de varianza seguidos de un test de Tukey, 
usando para ello el programa GraphPad Prism 6. 
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IV. RESULTADOS 
1. Descripción general de los anticuerpos monoclonales (AcMs) 
obtenidos en este trabajo 
Con el fin de disponer de AcMs específicos de la proteína F del hMPV, de los 
que se carecía en el laboratorio, se generó un panel de AcMs utilizando las estrategias 
y metodologías expuestas en el Apartado 4 de Materiales y Métodos. En general, se 
emplearon distintos inmunógenos mezclados con adyuvante CpG para inducir 
respuestas de anticuerpos específicos frente a la proteína F en ratones BALB/c. En 
todos los casos, las inmunizaciones consistieron en dos dosis intramusculares (i.m) de 
inmunógeno, con un intervalo de cuatro semanas entre cada dosis. Tras las 
inmunizaciones, los esplenocitos de los ratones se fusionaron con células de mieloma 
Sp2/0 para generar hibridomas. Los sobrenadantes de los cultivos de hibridomas se 
ensayaron en ELISA frente a los mismos antígenos con los que se habían inmunizado 
los ratones, y en algunos casos se evaluó su capacidad de neutralizar la infectividad 
de los virus NL/1/00 (sublinaje A1) o del virus NL/1/99 (sublinaje B1) del hMPV. Los 
hibridomas seleccionados se clonaron tres veces por dilución límite y se crecieron para 
purificar los AcMs y caracterizar en detalle su especificidad. 
En la Tabla 4 se muestra un listado de los AcMs agrupados por su competición 
simultánea para unirse a la proteína F post-fusión del hMPV. También se muestra el 
isotipo y el sitio antigénico al que se unen los AcMs frente a los que se ha conseguido 
aislar virus resistentes. Se muestra también su capacidad para neutralizar la 
infectividad del hMPV (IC50) así como la unión de estos AcMs a las formas post-fusión 
de la proteína F de los sublinajes A1 (hMPV FA1) y B1 (hMPV FB1) y la forma pre-fusión 
de hMPV FA1.    
Todos los AcMs se unieron de manera parecida a las proteínas F post-fusión 
de los dos sublinajes estudiados, aunque en general poseen una afinidad ligeramente 
superior por la proteína post-fusión hMPV FB1 que por la post-fusión hMPV FA1. Los 
AcMs MF1, MF2 y MF3 reconocieron específicamente a la conformación post-fusión 
de la proteína F del hMPV y no a la conformación pre-fusión. El resto de los AcMs se 
unieron de manera similar a las conformaciones pre-fusión y post-fusión de la proteína 
F del hMPV, a excepción del AcM MF10 que reconoció preferentemente a la 
conformación pre-fusión de esa proteína. 
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Tabla 4. Listado de los AcMs agrupados por su competición simultánea a la proteína post-fusión 
hMPV FA1. Se indica el nombre de cada AcM, el inmunógeno con el que se inocularon los ratones de los 
que derivan, el isotipo, el sitio antigénico al que se unen (ver más adelante), el índice de neutralización 
(IC50) frente a los sublinajes A1 y B1 del hMPV y los valores de unión de estos AcMs (EC50) a las 
proteínas post-fusión hMPV FA1 y hMPV FB1 y a la proteína pre-fusión hMPV FA1. El símbolo > hace 
referencia al límite de detección del ensayo. ND: no determinado. 
NOMBRE INMUNÓGENO ISOTIPO 
SITIO 
ANTIG 
NEUTRALIZACIÓN 
(IC50, µg/ml) 
ELISA 
(EC50, µg/ml) 
hMPVA1 hMPVB1 
PRE 
FA1  
POST 
FA1  
POST  
FB1 
MF1 
F/Tm
- 
-Foldon
  
GST-HRA-L-HRB 
Ig_G2a_k 6-HB >30 >30 >0,5 0,41 0,36 
MF2 
F/Tm
- 
-Foldon
  
GST-HRA-L-HRB 
Ig_G1_k 6-HB >30 >30 >0,5 0,41 0,37 
MF3 
F/Tm
- 
-Foldon
  
GST-HRA-L-HRB 
Ig_G2a_k 6-HB >30 >30 >0,5 0,41 0,37 
MF8 F/Tm
- 
-Foldon Ig_G2b_k ND >30 >30 0,25 0,28 0,25 
MF10 Monómero B1 Ig_G1_k ND >30 >30 0,43 >0,5 >0,5 
MF9 Monómero B1 Ig_G2b_k II 10,8 0,18 0,22 0,26 0,23 
MF12 Monómero B1 Ig_G2a_k II 1,7 0,6 0,08 0,24 0,21 
MF14 Monómero B1 Ig_G1_k II 0,5 0,2 0,11 0,33 0,30 
MF15 Monómero B1 Ig_G2a_k II 1,45 0,8 0,07 0,21 0,19 
MF11 Monómero B1 Ig_G2b_k IV >30 >30 0,25 0,04 0,04 
MF16 Monómero B1 Ig_G2a_k IV 1,9 0,34 0,18 0,11 0,10 
MF20 Monómero B1 Ig_G1_k IV 10,6 0,78 0,20 0,12 0,11 
MF17 Monómero B1 Ig_G2b_k ND >30 0,36 0,34 0,12 0,11 
MF18 Monómero B1 Ig_G2b_k ND >30 0,61 0,26 0,10 0,09 
MF19 Monómero B1 Ig_G2b_k ND >30 0,7 0,46 0,10 0,09 
 
Respecto a la capacidad para neutralizar la infectividad del hMPV, se observa 
un amplio rango de valores. Los AcMs MF1, MF2, MF3, MF8 y MF10, no fueron 
neutralizantes a las concentraciones más altas ensayadas mientras que el resto de los 
AcMs mostraron valores de IC50 por debajo de 1 µg/ml frente al virus hMPVB1. Sin 
embargo, se observaron diferencias significativas en la neutralización de la cepa 
hMPVA1. Así, mientras los AcMs MF12, MF14 y MF15 neutralizaron de forma similar a 
las dos cepas ensayadas, los anticuerpos MF9, MF16 y MF20 neutralizaron a la cepa 
hMPVB1 5-10 veces mejor que a la cepa hMPVA1. Un último grupo de AcMs, MF17, 
MF18 y MF19, sólo neutralizaron a la cepa hMPVB1 pese a que se unieron de forma 
similar a las proteínas de ambos sublinajes en ensayos de ELISA. 
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Figura 12. Unión competitiva de los AcMs a la proteína post-fusión hMPV FA1. Los AcMs 
se marcaron con biotina (indicado con un asterisco) y se ensayaron en ELISA de competición 
con la proteína post-fusión hMPV FA1 frente a los anticuerpos no marcados. Los recuadros en 
negro indican una reducción superior al 75% de la señal del AcM marcado. Los rayados 
indican competición parcial (reducción de la señal al 50-75%) y los blancos donde no se 
observó competición (<50% de reducción de la señal). Los valores de los recuadros 
corresponden a la EC50 (cantidad, en µg/ml, del AcM no marcado que redujo el 50% de la 
señal del marcado). El AcM MF10 no se marcó con biotina ya que no se une a la forma post-
fusión de la proteína. En la fila inferior de la figura se muestran los inmunógenos empleados 
para obtener los hibridomas de los que provienen los AcMs.  
2. Ensayos de competición de los AcMs por la unión simultánea a la 
glicoproteína F del hMPV 
Para determinar si los AcMs descritos en la sección anterior reconocen 
epítopos solapantes en la proteína F del hMPV, se evaluó si estos AcMs competían 
entre sí para unirse simultáneamente a la proteína post-fusión hMPV FA1. Para ello, los 
AcMs purificados se marcaron con biotina y su unión al antígeno se compitió con 
cantidades crecientes de los AcMs no marcados (Figura 12). Se consideró que había 
competición entre dos AcMs cuando la señal del anticuerpo marcado con biotina se 
redujo más de un 75%. 
 
 
Se observaron cinco grupos de competición diferenciados. Los AcMs MF1, 
MF2 y MF3, que se unen al dominio  6-HB de la proteína post-fusión hMPV FA1 (ver 
más adelante) compitieron entre sí pero no compitieron con ningún otro de los AcMs. 
Otro de los AcMs, MF8, solo compitió consigo mismo por la unión a la proteína. Un 
AcM MF1* MF2* MF3* MF8* MF9* MF12* MF14* MF15* MF11* MF16* MF20* MF17* MF18* MF19*
MF1 0,74 0,8 0,82
MF2 1,64 1,39 1,47
MF3 2,8 3,21 2,62
MF8 2,96
MF9 0,66 60,68 3,17 1,33
MF12 0,87 0,9 1,18 3,0
MF14 0,53 0,53 0,53 0,6 1,26
MF15 1,32 2,17 0,93 0,78
MF11 0,98 0,72 13,2 6,24
MF16 1,16 0,98 0,59 0,62 1,69
MF20 1,8 2,52 9,06 6,52 2,73
MF17 0,5 0,97 1,3
MF18 1,39 1,35 4,86
MF19 0,74 0,59 0,66
MF10
Inmuno 
geno
F-Tm--
Foldon
GST-HRA-L-HRB F-Tm- (Monomero)
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tercer grupo fue el formado por los AcMs MF17, MF18, MF19. Los demás AcMs tenían 
patrones de competición más complejos. Los AcMs, MF9, MF12, MF14 y MF15 y los 
AcMs MF11, MF16 y MF20 formaban dos grupos de competición que solapaban 
parcialmente y en los que se observaban algunas competiciones no recíprocas así 
como alguna competición parcial.  
3. Reactividad de los AcMs en ensayos de “Western blot” con la 
proteína post-fusión hMPV FA1   
Los AcMs de la Tabla 4 se utilizaron en ensayos de Western blot para evaluar 
su reactividad con la proteina hMPV FA1 en condiciones desnaturalizantes y reductoras 
o no reductoras.  Los AcMs dirigidos frente al dominio de 6-HB reconocieron de forma 
parecida a la subunidad F1 en condiciones reductoras y a la banda de F1+2 en 
condiciones no reductoras (donde las subunidades F1 y F2 se mantienen unidas por 
puentes disulfuso) (Figura 13). La mayoría de los otros anticuerpos reaccionaron, en 
mayor o menor medida, con la banda F1+2 de la proteína F post-fusión en condiciones 
no reductoras, pero no reconocieron a las subunidades F1 o F2 en condiciones 
reductoras. Los AcMs MF8 y MF10, para los que no se ha podido determinar un sitio 
antigénico, reconocieron también a la proteína no reducida; sin embargo, el MF10 
reconoció además a la subunidad F1 reducida y el MF8 reconoció debilmente a las 
subunidades F1 y F2 de la proteína reducida.  
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Figura 13. Western blot de la proteína post-
fusión hMPV FA1 desnaturalizada y reducida 
(+) o sin reducir (-) con los AcMs. Cantidades 
iguales de proteína se cargaron en geles de SDS-
PAGE (10% acrilamida) en condiciones 
desnaturalizantes (2% SDS, 100ºC 5 min) y 
reductoras (100 mM DTT) o no reductoras (sin 
DTT). Posteriormente se transfirieron a 
membranas de nitrocelulosa y se revelaron con 2 
µg/ml de cada AcM en 5 ml de solución de 
bloqueo. Los AcM se han agrupado en los sitios 
antigénicos  II, IV y 6-HR, como se indica.  
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4. Caracterización de los anticuerpos monoclonales (AcMs) murinos 
agrupados por sitio antigénico  
 En los siguientes apartados se describen las características específicas de los 
distintos AcMs, agrupados por los patrones de competición mostrados en la Figura 12. 
4.1. AcMs específicos del motivo 6-HB de la proteína F post-fusión del 
hMPV: MF1, MF2 y MF3 
Laura Rodríguez había clonado y expresado en nuestro laboratorio las regiones 
heptádicas HRA y HRB, que forman el motivo de 6-HB de la proteína F del hMPV, 
fusionadas a la proteína GST (GST-HRA y GST-HRB) (Rodriguez et al., 2015). 
Además, a la GST-HRA se le había añadido un “linker” (L) (GSSGGV) en su extremo 
C-terminal (GST-HRA-L) que permitió la construcción de la proteína GST-HRA-L-HRB. 
Esta última proteína la utilizó para inmunizar conejos New Zealand y así obtuvo 
anticuerpos policlonales capaces de unirse a la proteína F post-fusión del hMPV.    
Estos resultados indicaban que se podrían obtener AcMs específicos del 
motivo 6-HB de la proteína post-fusión hMPV F, inmunizando con el antígeno GST-
HRA-L-HRB. Por ello, ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas se inocularon 
intramuscularmente (i.m.) con 20 µg de proteína post-fusión hMPV FA1 purificada, 
mezclada con adyuvante CpG, y cuatro semanas después se administró un refuerzo 
de 20 µg de la proteína GST-HRA-L-HRB para potenciar la expansión clonal de 
aquellos linfocitos que generasen anticuerpos específicos frente al dominio 6-HB. 
Cuatro días más tarde se sacrificaron los ratones y se aislaron los esplenocitos que se 
fusionaron con células de mieloma Sp2-0. 
Los sobrenadantes de los hibridomas se probaron en ELISA directo frente a la 
proteína post-fusión hMPV FA1 así como frente a la proteína GST-HRA-L-HRB. Se 
seleccionaron tres hibridomas (MF1, MF2 y MF3), cuyos anticuerpos mostraban una 
elevada reactividad frente a ambas proteínas y se clonaron tres veces por dilución 
límite. Estos AcMs se purificaron y su especificidad final se confirmó por ELISA directo 
como se muestra en la Figura 14. Como controles se emplearon se emplearon un 
suero de conejo inmunizado con GST-HRA-L-HRB capaz de reconocer tanto a la 
proteína completa como a sus componentes por separado (Figura 14.A) y el AcM 
MF14 (Figura 14.B) que reconoce por igual a las proteínas post-fusión hMPV FA1 y 
hMPV FB1 (las caracrerísticas del AcM MF14 se detallarán más adelante). Los AcMs 
MF1, MF2 y MF3 se unieron eficientemente a la proteína GST-HRA-L-HRB, pero no a 
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GST ni a GST-HRA-L o GST-HRB (Figura 14.A). Además, en ensayos de ELISA de 
captura, los tres AcMs unieron eficientemente las proteínas post-fusión hMPV FA1 y 
hMPV FB1 (Figura 14.B). Estos resultados indican que los AcMs MF1, MF2 y MF3 se 
unen al dominio de 6-HB específico de la forma post-fusión de la proteína F del hMPV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para estimar la afinidad del AcM MF1 (como ejemplo de los AcMs específicos 
del dominio de 6-HB) por la proteína F del hMPV, se realizaron ensayos de “surface 
plasmon resonance” (Biacore) en los que el fragmento Fab del MF1 se unió a las 
proteínas pre- y post-fusión hMPV FA1 inmovilizadas en “chips” de Biacore (Figura 15).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. ELISAs de los AcMs específicos del dominio de las 6-HB. A. Elisa directo de un 
suero policlonal (inmunizado con GST-HRA-L-HRB) y de los AcMs MF1, MF2 y MF3 frente a 
GST,  GST-HRA-L, GST-HRB y GST-HRA-L-HRB purificadas. B. ELISA de captura frente a las 
proteínas  post-fusión hMPV FA1 y hMPV FB1. MF14 es un AcM neutralizante dirigido frente al 
sitio antigénico II de la proteína F del hMPV empleado como control (Tabla 4). 
Figura 15. Unión del fragmento Fab 
del AcM MF1 a las proteínas hMPV FA 
pre- o post-fusión hMPV FA, en 
ensayos de “surface plasmon 
resonance” (SPR) (Biacore). A. 
Sensogramas de la unión del  
fragmento Fab del AcM MF1 a las 
proteínas indicadas en la parte superior 
de cada panel inmovilizadas en “chips” 
de Biacore. B. Rango de 
concentraciones del Fab empleado y 
parámetros calculados de su unión.   
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Como se observa en la Figura 15, el Fab del AcM MF1 se unió a la proteína 
post-fusión hMPV FA1  con una afinidad de 7,94 nM mientras que no se detectó unión a 
la forma pre-fusión de esta proteína, confirmando que este tipo de anticuerpos se unen 
con alta afinidad exclusivamente a la conformación post-fusión de la proteína F del 
hMPV.
 
 
Por último, la unión de los AcMs α-6HB a la proteína post-fusión hMPV FA1 se 
visualizó mediante microscopía electrónica. La Figura 16 muestra una imagen 
representativa de la proteína post-fusión hMPV FA1 donde se observan moléculas en 
forma de cono, característica de la forma post-fusión de este tipo de proteínas. 
Además, se muestran paneles de inmunocomplejos formados por dos moléculas de 
proteína F unidas en el extremo distal de la cabeza a dos moléculas de cada uno de 
los AcMs MF1, MF2 y MF3. Estos resultados confirman que esos AcMs reconocen el 
dominio de 6-HB característico de la forma post-fusión de la proteína F del hMPV. 
 
 
 
 
 
 
 
En resumen, los resultados presentados en este apartado confirman que la 
estrategia de inmunizar con la proteína GST-HRA-L-HRB es una buena opción para la 
obtención de AcMs que reconocen el motivo estructural de 6-HB, característico de la 
forma post-fusión de la proteína F del hMPV. Estos AcMs pueden ser de gran utilidad 
para el estudio de los cambios estructurales que se producen en la glicoproteína F 
durante el proceso de fusión de membranas.  
 
 
Figura 16. Microscopia electrónica de proteína post-fusión hMPV FA1 y 
de inmunocomplejos con AcMs específicos del dominio de 6-HB. En el 
panel de la izquierda se muestra una preparación de proteína teñida con 
formiato de uranilo. A la derecha se muestran imágenes seleccionadas de la 
proteína F unida a los AcMs indicados, formando inmunocomplejos de dos 
AcM y dos proteínas. Escala 50 nm. A la izquierda se muestra también 
insertada una representación esquemática de los inmunocomplejos.  
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4.2. AcMs específicos del sitio antigénico II de la proteína F del hMPV: MF9, 
MF12, MF14 y MF15 
Como se muestra en la Figura 12, los AcMs MF9, MF12, MF14 y MF15 
compitieron entre sí por la unión simultánea a la proteína post-fusión hMPV FA1. Este 
grupo de AcMs neutralizantes, así como todos los anticuerpos neutralizantes que se 
han obtenido durante el desarrollo de esta tesis (que se describirán en apartados 
posteriores), se obtuvieron a partir de ratones inmunizados con la forma monomérica 
de la proteína F del hMPV. Se utilizó la forma monomérica de la proteína F porque se 
ha descrito que, en el caso del hRSV, los AcMs neutralizantes más potentes están 
dirigidos frente a la forma pre-fusión de la proteína F (Magro et al., 2012; Ngwuta et al., 
2015) y que el monómero de la proteína F comparte al menos algunos de esos 
epítopos. Al no disponer en el momento de la inmunización de la forma pre-fusión de 
la proteína F del hMPV, los ratones se inmunizaron con el monómero de esta proteína 
esperando que así se indujeran anticuerpos altamente neutralizantes.  
Así, se inmunizaron ratones BALB/c de 6-8 semanas con 20 µg del monómero 
de la proteína hMPV FB1 junto con adyuvante CpG. Cuatro semanas después se 
administró un refuerzo con 20 µg del monómero sin adyuvante y tres días más tarde 
se llevó a cabo la fusión de los esplenocitos con células de mieloma Sp2/0. Los 
sobrenadantes de los hibridomas se probaron en ELISA directo frente al monómero 
hMPV FB1 y en ensayos de microneutralización frente al virus recombinante hMPVB1-
GFP. Los hibridomas cuyos sobrenadantes mostraron una capacidad de neutralizar el 
90-100% de la infectividad del virus, se clonaron tres veces por dilución límite y se 
purificaron con proteína A-Sepharosa. 
4.2.1. Reactividad de los AcMs con la proteína F del hMPV y capacidad 
neutralizante 
Con los AcMs purificados se evaluó su unión a las proteínas pre- y post-fusión 
hMPV FA1. Como se muestra en la Figura 17.A, los 4 AcMs se unieron eficientemente a 
ambas conformaciones de la proteína en ensayos de ELISA. También se evaluó su 
capacidad para neutralizar la infectividad de los virus hMPVA1-GFP y hMPVB1-GFP. 
Los AcMs MF12, MF14 y MF15 neutralizaron eficientemente y de forma similar a 
ambas cepas, con IC50 menores de 2 µg/ml, mientras que el AcM MF9 neutralizó 
sustancialmente mejor al virus hMPVB1-GFP que al hMPVA1-GFP. 
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Para determinar con mayor precisión la afinidad del AcM MF14 (como 
representante del sitio antigénico II) por la proteína F del hMPV se evaluó la unión de 
su fragmento Fab a la proteína hMPV FA1 en sus conformaciones pre- y post-fusión en 
ensayos de “surface plasmon resonance”. Como se observa en la Figura 18, dicho Fab 
se une a ambas conformaciones de la proteína, pero lo hace 3 veces más rápido a la 
conformación post-fusión que a la pre-fusión (ver valores de Kon en el panel B de la 
Figura 18), mientras que la cinética de disociación (valores de Koff) es igual para 
ambas conformaciones. Por ello, la afinidad de este Fab por la proteína F post-fusión 
es tres veces mayor que para la pre-fusión.  
 
 
 
 
 
Figura 17. Ensayos de ELISA (A) y microneutralización (B) con los AcM dirigidos 
frente al sitio II de la proteína F del hMPV. A. 0,4 µg de los AcMs MF9, MF12, MF14 
y MF15 se ensayaron en ELISA de captura frente a diluciones seriadas de las 
proteínas pre- y post-fusión hMPV FA1. B. La capacidad neutralizante de los AcMs se 
evaluó en ensayos de microneutralización de los virus hMPVA1-GFP y hMPVB1-GFP, 
midiendo la reducción de la intensidad de la fluorescencia de células infectadas con 
virus que expresan GFP, 48 horas después de la infección. Los resultados se 
presentan como porcentaje del valor de fluorescencia en ausencia del AcM. 
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Figura 18. Unión en ensayos de 
“Surface plasmon resonance” (SPR) 
(Biacore) del fragmento Fab del 
AcM MF14 a la proteína hMPV FA1 en 
su forma pre- o post-fusión. A. 
Sensogramas de la unión de los 
fragmentos Fabs del AcM MF14 a las 
proteínas indicadas en la parte 
superior. B. Rango de concentraciones 
del Fab empleado y parámetros 
calculados de su unión.   
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Tabla 5. Caracterización de virus resistentes seleccionados con los AcMs MF9, MF12, 
MF14 y MF15. Se muestra la IC50 (en µg/ml) de los AcMs indicados a la izquierda, frente al 
virus “wild type” hMPVA1-GFP y a los virus resistentes obtenidos (marcados como “r” y el 
nombre del AcM con el que se seleccionaron). Los valores en negrita indican que los virus 
fueron resistentes a esos AcMs. En la línea inferior se muestran las mutaciones localizadas 
en la secuencia de la proteína F de los virus resistentes respecto a la secuencia original del 
virus hMPVA1-GFP. La proteína F del rMF9 no se consiguió secuenciar. ND, no determinado.  
4.2.2. Virus resistentes a los AcM neutralizantes dirigidos frente a epítopos del 
sitio antigénico II del hMPV 
Para localizar los epítopos de los AcMs descritos en el apartado anterior en la 
estructura primaria de la proteína F, se seleccionaron virus mutantes resistentes a la 
neutralización por los AcMs MF9, MF12, MF14 y MF15. Para ello, el virus hMPVA1-
GFP se pasó en presencia de cantidades crecientes de estos AcM. Los virus se 
consideraron resistentes cuando, en presencia de 200 µg/ml del AcM, el nivel de 
infección observada en el microscopio de fluorescencia era similar a la de ese mismo 
pase de virus en ausencia de anticuerpo. 
 Con cada anticuerpo se aisló un virus resistente que se ensayó para 
neutralización cruzada con los otros tres AcMs que competían por la unión al antígeno 
(Figura 12). Los dos virus resistentes seleccionados con los AcM MF9 y MF15 (virus  
rMF9 y rMF15) fueron resistentes solamente frente a esos dos AcM (Tabla 5), mientras 
que los AcMs MF12 y MF15  neutralizaron su infectividad con valores de IC50 similares 
a los obtenidos con el virus “wild-type”. Los virus resistentes a los AcMs MF12 y MF14 
(rMF12 y rMF14) fueron resistentes a esos dos AcMs y además al MF9, pero no al 
AcM MF15.  
 
 
 
 
 
 
 
Para localizar las mutaciones en la proteína F de los virus resistentes se extrajo 
el mRNA de células infectadas con dichos virus y se secuenció el cDNA de la proteína 
F (ver el apartado 3.3.3 de Materiales y Métodos). En la línea inferior de la Tabla 5 se 
muestran los cambios de aminoácido en los distintos virus.
 
Los virus rMF12 y rMF14 
tenían una transición G/A en el nucleótido 712 que se tradujo en el cambio A238T. El 
 
hMPVA1-GFP       Virus resistente IC50 (µg/ml) 
AcM   IC50 (µg/ml)        rMF9 rMF12 rMF14 rMF15 
MF9 7,2       >100 >100 >100 75,3 
MF12 1,8       1,9 >100 >100 2 
MF14 0,6       0,7 >100 >100 0,8 
MF15 1,7      >100 0,5 0,53 >100 
Cambio de aa       ND A238T A238T A225V 
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Tabla 6. Residuos del sitio antigénico II incorporados a la proteína F del hMPV. Se muestran 
los residuos de la proteína F del hMPV donde se localizan los cambios de aminoácido identificados 
por Ulbrandt y col. en  virus resistentes a AcMs que reconocen epítopos del sitio antigénico II. Se 
indica el residuo equivalente en la proteína F del hRSV y la importancia de dicho residuo en la 
resistencia a la neutralización por AcMs de hRSV. 
virus rMF15 tenía la transición C/T en el nucleótido 674 que se tradujo en el cambio 
A225V. El mRNA de la proteína F del virus rMF9 no se consiguió secuenciar. En la 
estructura primaria de la proteína F del hMPV, los residuos 225 y 238 están situados 
en la región equivalente al sitio antigénico II de la proteína F del hRSV (Ulbrandt et al., 
2008). En resumen, por la localización de los cambios A225V y A238T, se puede 
concluir que los AcMs MF9, MF12, MF14 y MF15 se unen a epítopos localizados en el 
sitio antigénico II de la proteína F del hMPV.  
4.2.3. Reactividad de los AcMs con mutantes simples en el sitio 
antigénico II de la proteína post-fusión hMPV FA1 
Para aumentar el espectro de residuos de la proteína F del hMPV implicados 
en la interacción con los AcMs que se unen al sitio antigénico II y para caracterizar 
mejor sus epítopos se generaron proteínas post-fusión hMPVA1 F con mutaciones 
puntuales en este sitio antigénico. Ulbrandt y col. (Ulbrandt et al., 2008; Ulbrandt et al., 
2006) describieron algunos  mutantes del hMPV resistentes a anticuerpos que se unen 
a epítopos del sitio antigénico II. En la Tabla 6 se muestran las posiciones donde esos 
autores localizaron las mutaciones en virus resistentes así como las posiciones 
equivalentes en la proteína F del hRSV y su relevancia para la reactividad con AcMs 
neutralizantes que se unen al sitio antigénico II de la proteína F del hRSV. 
hMPV F Mutación Puntual hRSV F Importancia en hRSV Ref. 
Ala238 A238E Asn268 
La mutación N268I en la F del hRSV hace 
que se pierda por completo la reactividad 
del AcM 47F  
(Arbiza et 
al., 1992) 
Lys242 K242N Lys272 
Las mutaciones K272M y K272Q en 
hRSV F se han encontrado en virus 
resistentes al AcM Palivizumab 
(Zhao et 
al., 2004) 
 
Las proteínas solubles post-fusión hMPV FA1. con las mutaciones A238E o 
K242N se produjeron en
 
células CV-1 infectadas con los correspondientes virus 
vaccinia recombinantes. Transcurridas 48h desde la infección se recogieron los 
sobrenadantes, se concentraron 20 veces y se ensayaron en ELISA con los AcMs. La 
Figura 19 muestra los resultados obtenidos. El AcM MF1, que se une al dominio 6-HB 
y que se utilizó como control, reconoció por igual a la proteína “wild-type” y a las dos 
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proteínas mutantes. La unión del resto de los AcMs de la Tabla 4, excepto los del sitio 
antigénico II, tampoco se vio afectada por los cambios de aminoácidos presentes en 
las dos proteínas mutantes (datos no mostrados).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las mutaciones A238E y K242N inhibieron parcialmente la unión de los AcMs 
MF9 y MF15 (Figura 19). Para ambos AcMs el cambio A238E tuvo más efecto 
inhibitorio que el K242N.  La unión de los AcMs MF12 y MF14 a la proteína F no se vio 
afectada por los cambios de aminoácidos A238E o K242N. 
Comparando los resultados de las mutaciones seleccionadas en virus 
resistentes frente a los AcMs MF12 y MF14 (mutación A238T) (Tabla 6), y la 
reactividad en ELISA de esos mismos AcMs frente a la proteína post-fusión hMPV FA1 
con la mutación A238E, se observa que el cambio A238T confiere resistencia a la 
neutralización por esos AcMs, mientras que el cambio A238E no produce pérdida de 
reactividad de esos AcMs en ELISA. Aunque se desconocen las causas de esta 
aparente discrepancia, es de resaltar que las proteínas mutantes se generaron a partir 
de la forma post-fusión de la proteína y, por tanto, cabe la posibilidad de que la 
Figura 19. Unión a la proteína post-fusión hMPV FA1 y a las proteínas con 
mutaciones simples A238E y K242N de los AcMs que reconocen epítopos del sitio 
antigénico II. El AcM MF1 se utilizó como control para normalizar la cantidad de proteína 
presente en los sobrenadantes. Se utilizaron 0.4 µg de cada anticuerpo para capturar 
diluciones seriadas de los sobrenadantes de células infectadas con virus vaccinias 
recombinantes que expresaban la proteína post-fusión hMPV FA1 o dos proteínas F A1 con 
las mutaciones A238E y K242N. La unión de las distintas proteínas se reveló como en el 
ELISA de captura descrito en el apartado 7.1.3 de Materiales y Métodos. 
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mutación A238E tenga efectos distintos sobre las conformaciones pre-fusion y post-
fusión de la proteína F del hMPV.  
En la Figura 20 se muestra la estructura secundaria del sitio antigénico II de la 
proteína hMPV FA1 y las posiciones donde se han localizado mutaciones en los virus 
resistentes así como los residuos que han producido una pérdida de la unión de los 
AcMs específicos del sitio II de las proteínas post-fusión hMPVA1 F mutantes. En ella, 
la posición 225 está localizada cerca del extremo N-terminal de la primera α-hélice del 
sitio antigénico II y los residuos 238 y 242 están situados en posiciones cercanas al 
loop que conecta las α-hélices N- y C-terminal.   
 
 
 
 
 
 
Por último, inmunocomplejos del Fab del AcM MF14 unido a la proteína F post-
fusión del hMPV se tiñeron con formiato de uranilo y se visualizaron al microscopio 
electrónico. En la Figura 21 se muestra una media bidimensional de los 
inmunocomplejos obtenidos. Se observa que la unión de estos Fabs a la proteína se 
produce en la mitad inferior de la cabeza de la proteína F post-fusión, donde según la 
estructura determinada para esa proteína se localiza el sitio antigénico II, confirmando 
así la localización del epítopo del AcM MF14 deducida por otros métodos.   
 
 
 
Figura 20. Localización de los 
residuos implicados en la interacción 
de los AcMs específicos del sitio 
antigénico II a la proteína F del 
hMPVA1. Estructura del sitio antigénico 
II de la proteína F del hMPVA1. En verde 
brillante se muestran los residuos 
implicados en la unión y/o en la 
resistencia de los virus resistentes a los 
AcMs específicos del sitio II de la 
proteína F del hMPV.  
Figura 21. Unión del Fab del AcM 
MF14 a la proteína F post-fusión del 
hMPVA1. Media bidimensional obtenida 
a partir de imágenes de microscopía 
electrónica del inmunocomplejo 
formado por el Fab del MF14 y la 
proteína F post-fusión. La proteína 
está orientada con el dominio 6-HB 
hacia abajo.  
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4.3. AcMs específicos del sitio antigénico IV de la proteína F del hMPV: MF11, 
MF16 y MF20 
El siguiente grupo de AcMs que compitieron por la unión simultánea a la 
proteína post-fusión hMPV FA1 (Figura 12) fue el formado por los AcMs MF11, MF16 y 
MF20. La inmunización de los ratones y la selección de los hibridomas que producen 
estos AcMs fue igual que para los AcMs caracterizados en el apartado anterior.  
4.3.1. Reactividad de los AcMs con la proteína F del hMPV y capacidad 
neutralizante 
Con los tres AcMs purificados se evaluó su unión a las proteínas pre- y post-
fusión hMPV FA1 en ensayos de ELISA. El AcM MF11 reconoció algo mejor a la 
proteína hMPV FA1 en su conformación post-fusión que a la forma pre-fusión (Figura 
22). Los otros dos AcMs se unieron de manera similar a ambas conformaciones de la 
proteína. También se evaluó la capacidad de estos AcMs para neutralizar a las cepas 
hMPVA1-GFP y hMPVB1-GFP. El AcM MF11 no neutralizó la infectividad del  hMPVA1-
GFP y lo hizo muy débilmente al hMPVB1-GFP. El AcM MF20 neutralizó algo mejor a 
hMPVB1-GFP que a hMPVA1-GFP. El AcM MF16 fué el único capaz de neutralizar de 
manera similar a las dos cepas de sublinajes distintos del hMPV ensayadas, con 
valores de IC50 menores de 2 µg/ml.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Análisis mediante ELISA (A) y microneutralización (B) de los AcM 
dirigidos frente al sitio antigénico IV de la proteína F del hMPV. A. 0,4µg de los AcMs 
MF11, MF16, MF20 se ensayaron en ELISA de captura frente a diluciones seriadas de las 
proteínas pre- y post-fusión hMPV FA1. B. La capacidad neutralizante de los AcMs se 
evaluó en ensayos de  microneutralización con los virus hMPVA1-GFP y hMPVB1-GFP.  
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También se determinó la afinidad del AcM MF16 (como representante del sitio 
antigénico IV) por la proteína F del hMPV. Para ello se evaluó la unión de su 
fragmento Fab a las conformaciones pre- y post-fusión hMPV FA1 en ensayos de SPR. 
Los resultados se muestran en la Figura 23. Como ya ocurrió para el Fab del AcM 14 
(Figura 18), el Fab del MF16 también se une a las dos conformaciones de la proteína 
F del hMPV, pero es tres veces más afín por la conformación post-fusión que por la 
pre-fusión (ver valores de KD). Este Fab (a diferencia del Fab del AcM MF14) se unió 
prácticamente igual a ambas conformaciones (valores de Kon), pero la disociación del 
Fab con la proteína pre-fusión hMPV FA1 es más rápida (valores de Koff), de ahí que la 
afinidad sea mayor por la conformación post-fusión que por la pre-fusión.  
 
 
 
 
 
 
4.3.2. Virus resistentes a los AcM neutralizantes dirigidos frente a 
epítopos del sitio antigénico IV del hMPV  
Se seleccionaron virus resistentes a los AcMs MF16 y MF20. Se descartó la 
posibilidad de aislar virus resistentes al AcM MF11 debido a su escasa capacidad
 
neutralizante. De nuevo, se realizaron pases sucesivos del virus hMPVA1-GFP en 
presencia de cantidades crecientes de los AcMs MF16 o MF20 y los virus se 
consideraron resistentes cuando, en presencia de 200 µg/ml del AcM, la infección con 
el virus resistente fue similar a la de ese mismo pase de virus pero sin anticuerpo. 
Con los virus resistentes se llevaron a cabo neutralizaciones cruzadas con los 
dos AcMs neutralizantes que competían entre sí por su unión al antígeno (Tabla 7). 
Mientras que el virus resistente seleccionado con el AcM MF16 (rMF16) fue resistente 
tanto frente al AcM MF16 como al MF20; el virus seleccionado con el AcM MF20 solo 
fue resistente frente al AcM con el que se seleccionó y no frente a MF16, que fue 
Figura 23. Unión en ensayos de 
“surface plasmon resonance” 
(SPR) (Biacore) del fragmento 
Fab del AcM MF16 a la proteína 
hMPV FA1 en su forma pre- o 
post-fusión. A. Sensogramas de 
la unión de los fragmentos Fabs 
del AcM MF16 a las proteínas 
indicadas en la parte superior. B. 
Rango de concentraciones del 
Fab empleado y parámetros de 
unión calculados.   
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Tabla 7. Caracterización de virus resistentes 
seleccionados con los AcMs MF16 y MF20. Se 
muestra la IC50 (en µg/ml) de los AcMs indicados a la 
izquierda, frente al virus original hMPVA1-GFP y a los 
virus resistentes obtenidos. Los valores en negrita 
indican que los virus fueron resistentes a esos AcMs. 
En la línea inferior se muestran las mutaciones 
localizadas en la proteína F de los virus resistentes 
respecto a la secuencia original del virus hMPVA1-GFP.  
Tabla 8. Residuos del sitio antigénico IV de la proteína F del hMPV identificados en mutantes de 
escape descritos anteriormente. Se muestra el aminoácido y la mutación descrita por Ulbrandt y col. 
(2008) en virus resistentes a AcMs del sitio antigénico IV, así como el residuo homólogo en la proteína F 
del hRSV y la importancia de dicha posición en la evasión de la neutralización por AcMs de hRSV 
capaz de neutralizarlo con valores de IC50 similares a los obtenidos con el virus 
hMPVA1-GFP “wild-type.  
 
De nuevo se identificaron mediante secuenciación las mutaciones en la 
proteína F del hMPVA1-GFP que conferían resistencia a la neutralización por esos 
AcMs. En la línea inferior de la Tabla 7 se muestran los cambios de aminoácidos 
encontrados. El virus rMF16 tuvo una transversión T/A en el nucleótido 1190, que se 
tradujo en un cambio V397A. Por su parte, el virus rMF20 mostró una transversión en 
el nucleótido 1202 (A/T), que se tradujo en el cambio K401T. La localización de los 
cambios V397A y K401E en la estructura primaría de la proteína F indica que los AcMs 
MF16 y MF20 se unen al sitio antigénico IV de la proteína (Ulbrandt et al., 2008). 
4.3.3. Reactividad de los AcMs con mutantes simples del sitio antigénico IV de 
la proteína post-fusión hMPV FA1 
La Tabla 8 muestra las tres mutaciones descritas por Ulbrandt y col. en virus 
resistentes a AcMs dirigidos frente al sitio antigénico IV de la proteína F del hMPV 
(Ulbrandt et al., 2008). También se muestran las posiciones equivalentes en la 
proteína F del hRSV así como la relevancia de esas posiciones para la unión de AcMs 
específicos del sitio IV de la proteína F del hRSV.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
hMPVA1-GFP 
IC50 (µg/ml) 
 
Virus resistente  
IC50 (µg/ml) 
AcM rMF16 rMF20 
MF16 2,1 >100 3,7 
MF20 11,3 >100 >100 
Cambio de aa V397A K401E 
hMPV F Mutación puntual hRSV F Importancia en hRSV Ref. 
Lys386 K386E Val418 
No se han aislado virus resistentes con 
mutaciones en este residuo 
 
Val397 V397F Arg429 
Péptido con la mutación R429S pierde 
parcialmente la reactividad con el AcM 101F 
(Wu et al., 
2007b) 
Lys401 K401T Lys433 
La mutación K433T se encontró en virus 
resistentes al AcM 101F 
(Wu et al., 
2007b) 
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Para caracterizar mejor los epítopos con los que interaccionan los AcMs MF11, 
MF16 y MF20, se generaron plásmidos que codificaban las proteínas post-fusión 
hMPV FA1 hMPV con las mutaciones simples descritas en la Tabla 8. Los plásmidos se 
incorporaron a virus vaccinias recombinantes con los que se infectaron células CV-1. 
Las proteínas se purificaron a partir de células infectadas por cromatografía de 
afinidad por iónes de Ni2+ y cromatografía de filtración en gel como se explica en el 
apartado 6 de Materiales y Métodos. La unión de los AcMs MF11, MF16 y MF20 a las 
distintas proteínas se evaluó por ELISA, y sus resultados se muestran en la Figura 24. 
El AcM  MF1 (que se une al motivo 6-HB de las proteínas post-fusión) utilizado como 
control se unió de forma similar a todas las proteínas ensayadas. La mutación K386E 
afectó parcialmente a la unión del AcM MF11. La mutación V397F produjo  la pérdida 
de unión del AcM MF20 a la proteína. Por último, la mutación K401T redujo 
parcialmente la unión del AcM MF16 y eliminó la reactividad con el AcM MF20.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las mutaciones V397A y K401E, que se seleccionaron en los virus resistentes 
a los AcMs MF16 y MF20, se localizan en las mismas posiciones que las introducidas 
en las proteínas post-fusión hMPVA1 F, aunque el cambio de aminoácido es distinto. 
Estos resultados confirman la relevancia de los residuos 397 y 401 para la integridad 
de los epítopos reconocidos por los AcMs MF16 y MF20. En la Figura 25 se muestra la 
localización de los residuos implicados en la unión de los AcMs específicos del sitio 
Figura 24. Reactividad de los AcMs dirigidos frente al sitio antigénico IV con 
las proteínas F mutantes K386E, V397F y K401T. El AcM MF1 se utilizó como 
control para la normalización de la cantidad de cada proteína. 0,4µg de cada 
anticuerpo se utilizó en ELISA de captura frente a diluciones seriadas de la 
proteína F post-fusión del hMPV y de las proteínas mutantes indicadas. 
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antigénico IV a la proteína F del hMPVA1 F. Los tres residuos cambiados en mutantes 
de escape y en proteínas mutantes se encuentran en zonas muy expuestas de la 
superficie del sitio antigénico IV de la proteína.  
 
 
  
 
 
 
 
 
Por último se formaron inmunocomplejos de los Fab de estos AcMs unidos a la 
proteína F post-fusión del hMPV que se tiñeron con formiato de uranilo y se 
visualizaron al microscopio electrónico. En la Figura 26 se muestra una reconstrucción 
bidimensional de los inmunocomplejos entre el Fab del AcM MF16 a y la proteína post-
fusion hMPVA1 F, donde se observa que el Fab se une hacia la mitad de la cabeza de 
la proteína, en concordancia con la localización del sitio antigénico IV en esa 
conformación de la proteína F del hMPV (Mas et al., 2016). 
   
 
 
 
 
 
Figura 25. Localización de los residuos implicados en la interacción 
de los AcMs específicos del sitio antigénico IV a la proteína F del 
hMPVA1. Estructura del sitio antigénico IV de la proteína F del hMPVA1 
(resaltado en rojo pálido). En rojo intenso se muestran los residuos 
implicados en la unión y/o en la resistencia de los virus resistentes a los 
AcMs específicos del sitio IV de la proteína F del hMPV.  
Figura 26. Unión del Fab del AcM MF16 a la proteína F post-
fusión del hMPVA1. Media bidimensional obtenida a partir de 
imágenes de microscopía electrónica del inmunocomplejo 
formado por el Fab del MF16 y la proteína F post-fusión. La 
proteína está orientada con el dominio 6-HB hacia abajo.  
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4.4. AcMs dirigidos frente a un sitio antigénico todavía no localizado en la 
proteína F del hMPV: MF17, MF18 y MF19 
Como se muestra en la Figura 12, los anticuerpos monoclonales MF17, MF18 y 
MF19 compitieron entre sí por la unión simultánea a un sitio antigénico de la proteína  
post-fusión hMPV
 
F
 A1. Los tres AcMs reconocieron de manera similar a las proteínas F 
post-fusión de los sublinajes A1 y B1 (Tabla 4). Igualmente, estos tres AcMs se 
unieron a las conformaciones pre- y post-fusión hMPV FA1 (Figura 27). Sin embargo, 
estos AcMs no fueron capaces de neutralizar (o neutralizaron muy débilmente) la 
infectividad del hMPVA1-GFP mientras que neutralizaron eficientemente al hMPVB1-
GFP. Actualmente no hay una explicación para la aparente disparidad entre el 
reconocimiento de las proteínas pre- y post-fusión hMPV FA1 en ELISA por los 
anticuerpos MF17, MF18 y MF19 y su incapacidad de neutralizar la infectividad del 
virus hMPVA1-GFP.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De la misma manera que se ha descrito anteriormente para otros AcMs, se 
generaron virus hMPVB1-GFP resistentes a los tres AcMs, MF17, MF18 y MF19 y se 
llevaron a cabo neutralizaciones cruzadas entre los virus resistentes y los distintos 
AcMs. Ninguno de los tres AcMs fue capaz de neutralizar la infectividad de los virus 
resistentes obtenidos con cualquiera de los AcMs (datos no mostrados). Es decir, 
había una total cross-resistencia que probablemente se deba a que los epítopos que 
Figura 27. Análisis mediante ELISA (A) y microneutralización (B) de los AcM 
MF17, MF18, MF19. A. 0,4µg de los AcMs se ensayaron en ELISA de captura frente a 
diluciones seriadas de las proteínas pre- y post-fusión hMPV FA1. B. Ensayo de 
neutralización de los virus hMPVA1-GFP y hMPVB1-GFP por los AcMs indicados.  
Resultados 
 
75 
 
reconocen estos tres AcMs sean similares Pero no se ha conseguido secuenciar 
todavía sus proteínas F, por lo que no se han podido localizar en la estructura primaria 
de la proteína F los cambios de aminoácidos que confieren resistencia a esos AcMs.  
Por último se formaron inmunocomplejos entre el Fab del AcM MF17 y la 
proteína F post-fusión del hMPV, que se tiñeron con formiato de uranilo y se 
visualizaron al microscopio electrónico. En la Figura 28 se muestra una reconstrucción 
bidimensional de los inmunocomplejos resultantes. El Fab de este AcM se une hacia la 
parte inferior de la cabeza de la proteína F post-fusión. Hasta momento son se han 
descrito anticuerpos que se unan a esa región de la proteína F, tanto del hRSV (Calder 
et al., 2000) como del hMPV (esta Tesis) indicando que probablemente el AcM MF17 
reconoce un epítopo de un sitio antigénico no descrito hasta ahora.  
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Unión del Fab del AcM MF17 a la proteína F 
post-fusión del hMPVA1. Media bidimensional obtenida a 
partir de imágenes de microscopía electrónica del 
inmunocomplejo formado por el Fab del MF17 y la 
proteína F post-fusión. La proteína está orientada con el 
dominio 6-HB hacia abajo.  
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Figura 29. Listado de las proteínas “wild-type” y de las quimeras, codificadas en plásmidos 
pRB21. El código de cada proteína F quimérica se indica en la parte izquierda de la figura, 
distribuidas en grupos. En la línea superior de cada grupo se muestra la proteína “wild-type” de la 
que parte ese grupo de quimeras. En la línea inferior  se indica la proteína cuyo sitio antigénico se 
ha intercambiado en las quimeras. La primera parte del nombre de las quimeras corresponde a la 
proteína de partida y la segunda parte al sitio antigénico que se ha intercambiado. En las 
secuencias, los números situados arriba y abajo corresponden a la posición de los residuos de 
cada proteína F indicada. Las secuencias del hRSV y del hMPV están representadas en rojo y 
azul respectivamente. Los residuos compartidos entre ambas proteínas están coloreados en 
magenta en las proteínas quiméricas. Los niveles de expresión transitoria se estimaron por ELISA 
a partir de sobrenadantes de células infectadas y transfectadas, como se indica en Materiales y 
Métodos, utilizando como anticuerpo de captura un AcM α-Foldon (común para todas las 
proteínas). Los niveles de expresión transitoria se normalizaron tomando los niveles de la proteína 
“wild-type” de la que parten como 100%. Los números indicados en negrita corresponden a las 
quimeras que se incorporaron a virus vaccinia recombinantes. * muestra una quimera no incluida 
en vaccinia por motivos explicados en el texto. 
5. Expresión y caracterización de proteínas F quiméricas 
Como se ha mencionado anteriormente las proteínas F del hMPV y del 
hRSV son muy similares en su estructura (Battles et al., 2017; Mas et al., 2016). 
Por ello, postulamos que se podrían intercambiar ciertos residuos entre las dos 
proteínas sin que eso afectase sensiblemente al plegamiento local de la proteína F 
quimérica resultante. 
Así, a partir de plásmidos (derivados del pRB21) que codificaban para las 
proteínas F pre- y  post-fusión del hRSV, y para la proteína F post-fusión del 
hMPVA1, se diseñaron plásmidos que codificaban proteínas F quiméricas, en los 
que se intercambiaron residuos de los sitios antigénicos II y IV de un virus por los 
homólogos del otro virus, como se muestra  en la Figura 29.     
La expresión transitoria de esas proteínas F se evaluó infectando células 
CV-1 con un virus vaccinia recombinante que expresa furina y transfectando a 
continuación dichas células con los plásmidos pRB21 que llevaban insertos las 
proteínas F quiméricas. Los sobrenadantes se probaron en ELISA para determinar 
el nivel de expresión de las quimeras, en comparación con la proteína “wild-type” 
de la que procedían, cuyo valor se tomó como 100%. 
Algunas de las proteínas quiméricas, como las proteínas F post-fusión del 
hRSV con los sitios antigénicos II (F-400 y F-401) y IV (F-403 y F-404) del hMPV, 
se expresaron a niveles indetectables. Otras, como las generadas a partir de la 
proteína F pre-fusión del hRSV con el sitio antigénico II del hMPV (F-407 y F-408) 
o la quimera F post-fusión del hMPV con el sitio IV de hRSV (F-417), tuvieron un 
rendimiento muy bajo y se decidió no continuar con su análisis.  
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CÓDIGO MUTANTE SECUENCIA
EXPRESIÓN 
TRANSITORIA
         260       270       280
     :....:....:....:....:....:
POST hRSV F       ELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQI 100
F-400 Post hRSV F / Sitio II hMPV F       ELLSLINDMPITAGQIKLMLENVQI < 1
F-401 Post hRSV / Sitio II hMPV F       ELLSLINDMPTSAGQIKLMLENVQI < 1
POST hMPV F       ELARAVSNMPTSAGQIKLMLENRAM
     :....:....:....:....:....:
         230       240       250
           420       430       440       450
      .:....:....:....:....:....:....:....:
POST hRSV F   VSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDT 100
F-403 Post hRSV F / Sitio IV hMPV F   VSCYGKTKCTASNKNVGIIKQLNKGCDYVSNKGVDT < 1
F-404 Post hRSV F / Sitio IV hMPV F   VSCYGKTKCSIGSNRVGIIKQLNKGCDYVSNKGVDT < 1
POST hMPV F   VACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADT
    :....:....:....:....:....:....:....:..
   380       390       400       410   
          260       270       280  
    ..:....:....:....:....:....:....:
PRE hRSV F       SELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVR 100
F-407 Pre hRSV F / Sitio II hMPV F       SELLSLINDMPITAGQIKLMLENVQIVR 4
F-408 Pre hRSV F / Sitio II hMPV F       SELLSLINDMPTSAGQIKLMLENVQIVR 2
POST hMPV F       AELARAVSNMPTSAGQIKLMLENRAMVR
    ..:....:....:....:....:....:....:
          230       240       250
           420       430       440       450
     ..:....:....:....:....:....:....:....:..
PRE hRSV F       VSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTV 100
F-410 Pre RSV F / Sitio IV hMPV F       VSCYGKTKCTASNKNVGIIKQLNKGCDYVSNKGVDTV 68
F-411 Pre RSV F / Sitio IV hMPV F       VSCYGKTKCSIGSNRVGIIKQLNKGCDYVSNKGVDTV 45
F-412 Pre hRSV F / Sitio IV hMPV F       VSCYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCDYVSNKGVDTV 23*
POST hMPV F       VACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTV
  ..:....:....:....:....:....:....:....:....:
   380       390       400        410      420
      220       230       240       250
    ...:....:....:....:....:....:....:
POST hMPV F       TDAELARAVSNMPTSAGQIKLMLENRAMVRR 100
F-414 Post hMPV F / Sitio II hRSV F       TDAELARAVSNMPTSNDQKKLMSNNRAMVRR 97
F-415 Post hMPV F / Sitio II hRSV F       TDAELARAVSNMPITNDQKKLMSNNRAMVRR 96
F-416 Post hMPV F / Sitio II hRSV F       TDAELLSLINDMPITNDQKKLMSNNRAMVRR 10
POST hRSV F       TNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQ
   :....:....:....:....:....:....:....:
  250       260       270        280
    380       390       400       410       420
   ..:....:....:....:....:....:....:....:....:
POST hMPV F       LVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTI 100
F-417 Post hMPV F / Sitio IV hRSV F       LVACYKGVSCSIGSNRRGIIKTFSNGCSYITNQDADTVTI 8
POST hRSV F       IVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSV
   :....:....:....:....:....:....:....:....:..
  410       420       430       440       450
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Las quimeras que tuvieron un nivel de expresión superior al 10% respecto a 
la proteína “wild-type” de la que partían, se incorporaron a virus vaccinia 
recombinantes para su expresión y posterior caracterización antigénica e 
inmunogénica. Las proteínas F quiméricas que se describen en este apartado de la 
tesis son las que están basadas en la proteína F post-fusión del hMPV e 
incorporan un número creciente de residuos del sitio antigénico II de la proteína F 
del hRSV (quimeras F-415 y F-416) y las que están basadas en la F pre-fusión del 
hRSV con cambios de aminoácidos correspondientes al sitio antigénico IV del 
hMPV (quimeras F-410 y F-411). 
 
5.1. Proteínas quiméricas F post-fusión del hMPV con el sitio antigénico II del 
hRSV 
5.1.1. Expresión y caracterización de proteínas quiméricas F post-fusión 
del hMPV con el sitio antigénico II del hRSV 
El sitio antigénico II de la proteína F del hRSV (aminoácidos 254 a 277) y 
de la proteína F del hMPV (residuos 224 a 247) tienen una estructura secundaria 
formada por dos α-hélices unidas por un “loop”. Los sitios antigénicos II están 
expuestos en la superficie de dichas proteínas tanto en su conformación pre-fusión 
como post-fusión. De los 24 aminoácidos que componen ese sitio antigénico, 9 
residuos son idénticos entre las proteínas del hRSV y del hMPV, lo que representa 
~38% de identidad de secuencia. Por su similitud estructural y de secuencia (Mas 
et al., 2016) postulamos que se podrían intercambiar ciertos residuos entre las dos 
proteínas sin que ello afectase al plegamiento local de la proteína F quimérica 
resultante. 
Se generaron tres proteínas F quimeras, F-414, F-415 y F-416, donde se 
reemplazaron un número creciente de residuos del sitio antigénico II del hMPV por 
sus equivalentes del sitio antigénico II del hRSV. Como los niveles de expresión de 
la proteína F-414 eran muy similares a los de la F-415 se decidió no continuar con 
la quimera F-414. 
En la quimera F-415 se intercambiaron 7 residuos de la α-hélice C-terminal 
y el “loop” del sitio antigénico II de la proteína F post-fusión del hMPV por los 
equivalentes del hRSV (Figura 30). La quimera F-416 incorporó 6 cambios de 
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aminoácidos adicionales localizados en la α-hélice N-terminal para así reproducir 
casi completamente la secuencia del sitio antigénico II de la proteína F del hRSV. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ambas quimeras F-415 y F-416 se purificaron por cromatografía de afinidad 
a iones de Ni2+ y seguidamente por cromatografía de filtración en gel. La Figura 
31.A muestra que ambas proteínas eluían como un pico homogéneo de la columna 
de filtración en gel, aproximadamente en la misma posición que las proteínas F 
post-fusión del hRSV y del hMPV. Todas esas proteínas mostraron un grado de 
pureza superior al 95% en SDS-PAGE y estaban totalmente procesadas en las 
cadenas F1 y F2.  Cuando se examinaron al microscopio electrónico (Figura 31.C y 
D), se observó que las proteínas F-415 y F-416 tenían la forma cónica 
característica de la proteína F post-fusión del hMPV.  
 
Figura 30. Diseño de las proteínas quiméricas F post-fusión de hMPV con cambios de 
aminoácidos del sitio antigénico II del hRSV. A. Esquema del ectodominio de la proteína post-
fusión hMPVA1 F (Mas et al., 2016). El sitio de corte del hMPV está cambiado por el sitio de corte 
II de la proteína F del hRSV (residuos en negrita). Los residuos 103-111 (en rojo) del péptido de 
fusión están delecionados para evitar que las proteínas se agreguen. En azul se muestra el 
dominio de oligomerización “Foldon” y en negro la cola de histidinas para su purificación.  B. 
Secuencia aminoacídica parcial del hMPV (azul) y del hRSV (rojo) correspondiente al sitio 
antigénico II. Las secuencias parciales de las quimeras F-415 y F-416 están en el color 
correspondiente a la secuencia de la que proceden (azul o rojo) o en rosa para las posiciones 
compartidas entre ambas proteínas F del hRSV y del hMPV. C. Representación de la estructura 
de la proteína F post-fusión del hMPV.  En gris dos protómeros en representación de superficie, 
en azul un protómero representado en estructura secundaria. El sitio antigénico II está ampliado y 
coloreado como en el panel B para las quimeras F-415 y F-416. 
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Estas proteínas F quiméricas se probaron en ELISA con AcMs específicos 
de los sitios antigénicos II del hRSV y del hMPV (Figura 32). La proteína F-415 
perdió su reactividad con los AcM dirigidos frente al sitio antigénico II del hMPV 
(MF9, MF12, MF14 y MF15), pero mantuvo la reactividad con el AcM MF16, que se 
une al sitio antigénico IV de la F proteína del hMPV. Además, la proteína F-415 
ganó reactividad con AcMs específicos del sitio antigénico II de la proteína F del 
hRSV. Así adquirió una reactividad total con el AcM Motavizumab (Mz) y una 
reactividad parcial con el AcM 47F. La quimera F-416 también perdió la  
reactividad con los AcMs específicos del sitio antigénico II del hMPV, pero además 
ganó una reactividad total no solo con el AcM Mz sino también con el 47F. 
 
Figura 31. Purificacion del ectodominio de las proteínas F quiméricas 
F-415 y F-416 solubles. A. Cromatograma de la filtración en gel. Los 
perfiles de cada una de las proteínas están normalizados respecto del 100% 
de la OD280 máxima. B. SDS-PAGE (gradiente continuo de 4-12% de 
acrilamida) en condiciones desnaturalizantes y reductoras, teñido con 
BlueSave. Los números de la izquierda corresponden a la masa molecular 
(kDa, kilodalton). Las posiciones de las subunidades F1 y F2 se indican a la 
derecha. C. Imágenes de ME obtenidas por tinción negativa de la quimera F-
415. D. Imágenes de ME obtenidas por tinción negativa de la quimera F-416. 
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Figura 32. Caracterización antigénica de las proteínas F post-fusión 
“wild-type” y de las quimeras con AcMs específicos del hRSV y del 
hMPV. Reactividad en ELISA de captura de los AcMs específicos de hRSV 
(izquierda) y hMPV (derecha) con las proteínas indicadas a la izquierda de la 
figura. La localización de los sitios antigénicos a los que se une cada uno de 
los AcMs se encuentra entre paréntesis en las dos gráficas superiores.  
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Para determinar las afinidades de los AcMs Mz y 47F por las proteínas F 
quiméricas se llevaron a cabo ensayos de “surface plasmon resonance” (SPR, 
Biacore) con sus respectivos Fabs y con la proteína F post-fusión del hRSV como 
control (Figura 33). 
 
 
 
Figura 33. Afinidad de los fragmentos Fabs de los AcMs Mz y 47F por la proteína 
F post-fusión del hRSV y las dos quimeras indicadas, medida por ”surface 
plasmon resonance” (SPR) (Biacore). En la parte superior se muestran las cinéticas 
de unión y disociación de las proteínas inmovilizadas a los Fab. La flecha señala el 
principio de la etapa de disociación. RUs, unidades de resonancia. La parte inferior 
muestra una tabla con los parámetros de unión. KD, constante de disociación 
(afinidad), Kon, cinética de unión y Koff, cinética de disociación. 
Proteína 
Sin unión 
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El Fab del Mz mostró una cinética de unión (ver valores de Kon) a la 
proteína F post-fusión del hRSV similar a la de las dos quimeras, pero la cinética 
de disociación (Koff) fue mucho más rápida para la F-415 que para la proteína F 
post-fusión del hRSV y la F-416. La afinidad del Fab del Mz por la quimera F-416 
es pues similar a la de la proteína F post-fusión del hRSV, pero es menor que para 
la F-415. 
Respecto al Fab del AcM 47F, no se detectó unión a la proteína F-415. La 
unión del Fab del 47F a la quimera F-416 fue ligeramente más rápida que a la 
proteína F post-fusión del hRSV, pero su disociación de la quimera fue mucho más 
rápida, y dio como resultado una afinidad 10 veces menor por la F-416 que por la F 
post-fusión del hRSV (ver valores de KD). 
Si se comparan los resultados de unión en ELISA de los AcMs Mz y 47F 
con las dos proteínas quiméricas (Figura 32), y los resultados de unión de sus 
respectivos Fabs en ensayos de “surface plasmon resonance” (SPR) (Biacore) a 
dichas proteínas (Figura 33), se observan diferencias significativas entre ambos 
ensayos. Así, mientras que la unión del Fab del 47F a la quimera F-415 en SPR es 
prácticamente nula, la unión de esta proteína al AcM 47F en ELISA fue 
significativa. Igualmente, mientras que la reactividad del AcM Mz con la quimera F-
415 es comparable a la de la proteína F post-fusión del hRSV en ELISA, la afinidad 
de esta quimera por el Fab del Mz está marcadamente disminuida en SPR. Esas 
diferencias entre ambos ensayos son probablemente debidas a que por un lado la 
densidad de las proteínas unidas a las placas de ELISA es mucho mayor que la 
utilizada en los chips de SPR y por otro a la naturaleza bivalente de los AcMs 
utilizados en ELISA comparada con el carácter monovalente de los Fabs utilizados 
en el ensayo de SPR. 
En resumen, aunque el sitio antigénico II de las proteínas F quiméricas F-
415, y sobre todo F-416, tienen propiedades antigénicas semejantes al sitio 
antigénico II de la proteína F post-fusión del hRSV, aún se observan pequeñas 
diferencias apreciables con el sitio antigénico II de la proteína F post-fusión del 
hRSV. 
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5.1.2. Inmunogenicidad de las proteínas F quiméricas F-415 y F-416 
Para determinar la inmunogenicidad de las proteínas F quiméricas F-415 y 
F-416, grupos de ratones BALB/c se inocularon intramuscularmente (i.m.) con dos 
dosis de 10 µg de cada una de las quimeras, con un intervalo de 4 semanas entre 
cada inoculación y mezcladas con CpG como adyuvante. De igual manera se 
procedió con dos grupos control de ratones, que se inocularon con las proteínas F 
post-fusión “wild-type” del hRSV y del hMPV. Dos semanas después de la última 
dosis, se sangraron los ratones y los sueros se utilizaron en ELISA directo para 
evaluar su capacidad de unión a las proteínas F post-fusión “wild-type” tanto del 
hRSV como del hMPV (Figura 34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De acuerdo con resultados anteriores (Mas et al., 2016), las proteínas F 
post-fusión “wild type” indujeron elevados títulos de Acs que reaccionaban con la 
proteína homóloga, pero no con la proteína heteróloga (o lo hacían muy débilmente 
en el caso de los ratones inmunizados con la F post-fusión del hMPV y ensayados 
frente a la F post-fusión del hRSV). En cambio, los anticuerpos murinos inducidos 
por la quimera F-415 mostraron una unión considerable no solo a la proteína F 
Figura 34. Títulos de ELISA y neutralización de los sueros de ratones inmunizados con las 
proteínas F post-fusión “wild-type” y quimeras F-415 y F-416. Ratones hembras BALB/c se 
inmunizaron intramuscularmente (i.m) con dos dosis del inmunógeno indicado en la parte superior 
de cada panel. Dos semanas después de la segunda dosis los animales fueron sacrificados y se 
recogió su sangre. A. Cada suero de ratón, identificado con un número, fue probado en ELISA 
directo frente a las proteínas F post-fusión “wild-type” (antígeno) indicado en la parte inferior de 
cada panel. Los resultados representados en el eje Y para cada suero representa el logaritmo de 
la dilución que alcanzó el 50% de unión máxima, expresado en unidades logarítmicas en base 10. 
(EC50(Log10), EC, “effective concentration”). B. Los sueros de los ratones también se probaron en 
microneutralización con los virus hRSV y hMPVA1 que se indican en la parte inferior. Los 
resultados representados en el eje Y para cada suero representa el logaritmo de la dilución que 
inhibió el 50% de la infectividad viral. (IC50(Log10), IC, “inhibitory concentration”). 
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post-fusión del hMPV sino también a la del hRSV (Figura 34.A). Los títulos de Acs 
con capacidad de unión a la F post-fusión del hRSV en ratones inoculados con la 
quimera F-416 fueron incluso superiores a los obtenidos con la F-415.   
Para determinar si la presencia de Acs capaces de unirse a la proteína F 
post-fusión del hRSV en sueros de ratones inmunizados con las quimeras F-415 y 
F-416 se correspondía con una capacidad de neutralizar la infectividad del hRSV, 
los sueros se evaluaron en ensayos de neutralización in vitro (Figura 34.B). De 
nuevo, los sueros de los ratones inmunizados con las proteínas F post-fusión “wild-
type” del hRSV y del hMPV tuvieron unos títulos neutralizantes (IC50) muy elevados 
exclusivamente frente al virus homólogo. En cambio, los sueros de los ratones 
inmunizados con las quimeras F-415, y sobre todo con la F-416, mostraron títulos 
significativos de neutralización frente al hRSV, además de frente al hMPV.  
En resumen, las características antigénicas de las proteínas F quiméricas 
F-415 y F-416, evidenciada por su reactividad frente a AcMs específicos del sitio 
antigénico II del hRSV (Figura 32), se correlacionó con su capacidad de inducir 
anticuerpos murinos con capacidad de unirse a la proteína F post-fusión del hRSV 
así como de neutralizar la infectividad del hRSV, de forma particularmente 
significativa en el caso de la quimera F-416. Se puede observar, no obstante, que 
en algunos sueros no parece haber una correlación directa entre los títulos 
obtenidos en ensayos de unión y en ensayos de neutralización; por ejemplo, el 
suero del ratón #5 inoculado con F-415 tuvo bajos niveles de unión a la proteína F 
post-fusión del hRSV en ELISA y sin embargo fue uno de los que neutralizaron 
más eficientemente al hRSV. 
Para evaluar si la inducción de anticuerpos neutralizantes frente a hRSV 
por las proteínas quiméricas podía correlacionarse con protección frente a una 
infección por este virus se llevó a cabo un segundo experimento de inmunización. 
Grupos de ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas se inocularon con tres dosis 
de 20 µg/dosis de las proteínas quiméricas o de las proteínas control, mezcladas 
con CpG. Una semana después de la última dosis, los ratones se infectaron 
intranasalmente con hRSV (cepa A2) purificado. Cinco días después de la 
infección se tituló por plaqueo el virus presente en los pulmones.  
Los resultados mostraron nuevamente un incremento significativo en los 
niveles de anticuerpos neutralizantes frente a ambos virus en los sueros de los 
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ratones inmunizados con las quimeras F-415 y, sobre todo con la F-416 (extraídos 
justo antes del desafío), comparados con los sueros de los ratones de los tres 
grupos control (ratones inoculados solo con CpG o con las F post-fusión del hRSV 
o del hMPV) (Figura 35). A pesar de que hubo una considerable dispersión en los 
valores de los títulos de neutralización (IC50) entre los ratones de cada uno de los 
grupos inmunizados con F-415 y F-416, los títulos de los sueros de ratones 
inmunizados con la quimera F-416 fueron, de media, más altos que los obtenidos 
en ratones inoculados con F-415. Cabe resaltar que, en ambos grupos, alguno de 
los ratones (ratón #7 inoculado con F-415 y ratones #3 y #7 inoculados con F-416) 
tuvieron títulos de Acs neutralizantes semejantes a los obtenidos con los sueros de 
los ratones inmunizados con la proteína F post-fusión de hRSV.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La reducción del hRSV en los pulmones de los ratones se correlacionó 
claramente con los títulos de anticuerpos neutralizantes frente al hRSV. Así, se 
observaron títulos elevados de este virus en los pulmones de los ratones 
inoculados solo con CpG o con la proteína F post-fusión del hMPV, mientras que 
no se detectó virus en los pulmones de los ratones inmunizados con la proteína F 
post-fusión del hRSV.  
A. B. 
Figura 35. Protección frente a un desafío con hRSV de ratones inmunizados con 
proteínas F quimeras generadas a partir de la F post-fusión de hMPV. Ratones 
BALB/c se inocularon tres veces (con un intervalo de cuatro semanas) con 20 µg de las 
proteínas F post-fusión indicadas como inmunógeno en la parte superior de cada panel. 
Otro grupo fue inoculado solo con adyuvante CpG. Tres semanas después de la última 
inoculación se extrajo sangre del seno supramandibular y una semana después los 
ratones se infectaron con hRSV (cepa A2). A. Los sueros se utilizaron en ensayos de 
microneutralización con los virus indicados en la parte inferior de la gráfica. B. Cinco 
días después de la infección intranasal, los ratones fueron sacrificados y se cuantificó el 
virus presente en extractos pulmonares mediante ensayos de plaqueo. 
Resultados 
 
87 
 
En dos de los ratones inmunizados con la quimera F-415 (#6 y #7) no se 
detectó virus en los pulmones. Estos dos ratones también fueron los que tuvieron 
los títulos más elevados de anticuerpos neutralizantes en sus sueros (comparar 
figuras 35 A y B). Como grupo, los ratones inmunizados con la quimera F-415 
tuvieron una reducción sustancial de los títulos de virus hRSV en los pulmones, en 
comparación con los grupos control de CpG y aquellos inmunizados con la F post-
fusión de hMPV. Sin embargo, el resultado más notable fue la total ausencia de 
hRSV en los pulmones de todos los ratones inmunizados con la proteína F-416, 
demostrando con ello la eficacia de la inmunización con esta proteína quimera 
para la protección frente a una infección por hRSV. 
 
5.2. Proteínas quiméricas F pre-fusión del hRSV con el sitio antigénico IV del 
hMPV 
5.2.1. Expresión y caracterización de proteínas quiméricas F pre-fusión 
del hRSV con el sitio antigénico IV del hMPV 
Recientemente se ha demostrado que la mayoría de los anticuerpos 
neutralizantes presentes en sueros humanos se unen a la forma pre-fusión de la 
proteína F del hRSV (Magro et al., 2012), y que los anticuerpos con mayor 
capacidad neutralizante van dirigidos frente al sitio antigénico Ø, que es exclusivo 
de la forma pre-fusión de la proteína F del hRSV (McLellan, 2015; McLellan et al., 
2013b). Por lo tanto, una proteína F quimérica basada en la forma pre-fusión de la 
proteína F del hRSV podría tener unas características inmunogénicas mejoradas. 
Además, contribuiría a demostrar que la metodología de las proteínas F quiméricas 
puede extenderse no solo a las descritas en el apartado anterior, sino también a 
otras quimeras basadas en distintas conformaciones y sitios antigénicos.  
Por ello, se generaron plásmidos pRB21 que codificaban proteínas 
quiméricas basadas en la forma pre-fusión de la proteína F del hRSV, donde 
residuos de los sitios antigénicos II y IV del hRSV se intercambiaron por sus 
homólogos del hMPV (Figura 29). El nivel de expresión de las quimeras F pre-
fusión del hRSV con residuos del sitio antigénico II del hMPV fue muy bajo y se 
decidió no continuar analizándolas (ver Figura 29). Por tanto, en este apartado de 
la tesis se describen las proteínas F quiméricas F-410, F-411 y F-412, derivadas 
de una forma soluble de la proteína F del hRSV, estabilizada en su conformación 
pre-fusión (McLellan et al., 2013a), en la que se intercambió un número creciente 
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de residuos del sitio antigénico IV del hRSV por los equivalentes del hMPV. Los 
plásmidos que codificaban para las proteínas F quiméricas F-410, F-411 y F-412 
se incorporaron a virus vaccinia recombinantes para su posterior estudio.  
Para generar la proteína F quimérica F-410, cinco aminoácidos del sitio 
antigénico IV del hRSV se intercambiaron por los residuos correspondientes del 
hMPV (Figura 36). En la quimera F-411 se cambiaron seis aminoácidos adicionales 
para que el sitio antigénico IV fuese más parecido al del hMPV. Por último se 
generó la proteína F-412, con cinco cambios adicionales a los que llevaba la F-
411, pero la proteína F quimérica F-412, pese a tener niveles de expresión 
moderados, no se unió a AcMs específicos del sitio IV del hMPV, por lo que no se 
continuó su estudio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las proteínas F-410 y F-411 se purificaron por cromatografía de afinidad a 
iones de Ni2+ seguida de una cromatografía de filtración en gel. Ambas proteínas 
Figura 36. Diseño de las quimeras basadas en la proteína F pre-fusión del hRSV con 
cambios de aminoácidos del sitio antigénico IV del hMPV. A. Esquema del ectodominio de la 
proteína pre-fusión hRSV F DsCav1 (McLellan et al., 2013a). En esta proteína se había introducido 
un puente disulfuro adicional intracatenario cambiando los residuos S155 y S290 por Cys. También 
se habian añadido las mutaciones S190F y V207L para rellenar cavidades de la superficie de la 
proteína. En azul se muestra el dominio de oligomerización “Foldon” y en negro la cola de histidinas 
para su purificación.  B. Secuencia parcial de aminoácidos del sitio antigénico IV de hRSV (rojo) y 
hMPV (azul). El color de los residuos de las secuencias de F-410 y F-411 indica el origen de estos 
residuos del sitio antigénico IV en las secuencias “wild-type”. Los aminoácidos compartidos entre 
las secuencias del hRSV y del hMPV están coloreados en rosa. C. Representación de superficie de 
la proteína F del hRSV en su conformación pre-fusión (McLellan, 2013). Se representa la estructura 
secundaria de uno de sus protómeros. El sitio antigénico IV está ampliado y coloreado como se 
explica en la parte A para las quimeras F-410 y F-411.   
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quiméricas eluían de la columna como un pico homogéneo aproximadamente en la 
misma posición que la proteína F pre-fusión del hRSV de la que procedían (Figura 
37.A). Las dos quimeras mostraron un nivel de pureza cercano al 95% en SDS-
PAGE y estaban totalmente procesadas en sus cadenas F1 y F2 (Figura 37.B). Por 
último, mediante microscopía electrónica, se observó que ambas tenían la forma 
globular característica de la conformación pre-fusión de la proteína F del hRSV 
(Figura 37.C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las propiedades antigénicas de las quimeras F-410 y F-411 se evaluaron 
en ELISA con AcMs específicos que reconocen a las proteínas F “wild-type” del 
hRSV y del hMPV (Figura 38). La proteína F-410 mostró una reducción en la unión 
al AcM 107F (AcM específico del sitio antigénico IV del hRSV) y adquirió una 
reactividad parcial con el AcM MF16 (específico del sitio antigénico IV del hMPV). 
La quimera F-411 mostró una pérdida total de unión al AcM 107F e incrementó su 
reactividad con el AcM MF16 así como una baja reactividad con el AcM MF20. La 
Figura 37. Purificacion del ectodominio de las proteínas F quiméricas F-
410 y F-411 solubles. A. Cromatograma de la filtración en gel. Los perfiles de 
cada una de las proteínas están normalizados respecto del 100% de la OD280 
máxima. B. SDS-PAGE (gradiente discontinuo de 4-12% de acrilamida) en 
condiciones desnaturalizantes y reductoras, teñido con BlueSave. Los números 
de la izquierda corresponden a la masa molecular (kDa, kilodalton). Las 
subunidades F1 y F2 se indican a la derecha. C. y D. Imágenes de ME 
obtenidas por tinción negativa de las quimeras F-410 y F-411 respectivamente.  
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unión del AcM 101F, que posee reactividad cruzada entre las proteínas F del hRSV 
y del hMPV, se mantuvo tanto con las proteínas F post-fusión “wild-type” como con 
las dos proteínas F quiméricas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38. Caracterización antigénica de las proteínas F pre-fusión del hRSV y 
F post-fusión del hMPV “wild-type” y de las quimeras F-410 y F-411 con AcMs 
específicos del hRSV y del hMPV. Reactividad en ELISA de captura de los AcMs 
específicos de hRSV (izquierda) y hMPV (derecha) con las proteínas indicadas a la 
izquierda de la figura. La localización de los sitios antigénicos donde se unen cada 
uno de los AcMs se encuentra entre paréntesis en las dos gráficas superiores. 
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Para demostrar con mayor detalle que las proteínas quiméricas F-410 y F-
411 mantenían las características antigénicas de la conformación pre-fusión de la 
proteína F de hRSV de la que partían, se evaluó su unión a AcMs específicos de 
conformación específicos de la proteína F del hRSV (Figura 39). Las proteínas F 
quiméricas F-410 y F-411 se unieron a tres AcMs (D25, AM22 y 5C4) del sitio 
antigénico Ø, específico de la conformación pre-fusión, así como a dos AcMs 
(14402 y 11569) del sitio antigénico V, igualmente específico de la forma pre-fusión 
de la proteína F del hRSV. En cambio, las proteínas F-410 y F-411 no se unieron a 
tres AcMs (114F, 116F y 117F) que reconocen el motivo estructural 6-HB, 
característico de la conformación post-fusión de la proteína F del hRSV.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Ampliación de la caracterización antigénica de las quimeras F-410 y F-
411. ELISA de captura de las proteínas indicadas a la izquierda con los Acms indicados 
en los paneles superiores, como se describió en el apartado 7.1.3 de Materiales y 
Métodos. Los AcMs D25, AM22 y 5C4 reconocen epítopos del sitio antigénico Ø 
específico de la conformación pre-fusión de la proteína F del hRSV. Los AcMs 14402 y 
11569 reconocen epítopos del sitio antigénico V específico de la conformación pre-
fusión de la proteína F del hRSV.  Los AcMs114F, 116F y 117F reconocen epítopos del 
dominio de 6-HB característico de la conformación post-fusión de la F del hRSV. 
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5.2.2. Inmunogenicidad de las proteínas F quiméricas F-410 y F-411 
            Para evaluar sus propiedades inmunogénicas, las proteínas F-410 y F-411, 
junto a las proteínas control F pre-fusión del hRSV y F post-fusión del hMPV, se 
utilizaron para inmunizar grupos de 5 ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas 
(dos dosis de 10 µg por dosis, junto con CpG como adyuvante). Los resultados del 
ELISA (Figura 40.A) llevado a cabo con los sueros correspondientes mostraron un 
incremento sustancial de AcMs que reconocían a la F post-fusión del hMPV en los 
sueros de los ratones inmunizados con F-410 y sobre todo F-411, en comparación 
con los sueros de ratones inmunizados con la proteína F pre-fusión del hRSV. 
También se observó un incremento sustancial de la capacidad para neutralizar al 
hMPV en los sueros de ratones inmunizados con F-410 y, sobre todo, con F-411 
(Figura 40.B), comparados con los sueros del grupo control inmunizados con la 
proteína F pre-fusión del hRSV. Igualmente se confirmó, como ya se había descrito 
con anterioridad (Mas, 2016), que la inmunización de ratones con las proteínas F 
pre-fusión del hRSV y F post-fusión del hMPV no inducen neutralización cruzada 
significativa. 
 
 
 
 
  
 
 
 
Figura 40. Titulos de ELISA y neutralización de los sueros de ratones inmunizados con las 
proteínas F pre-fusión del hRSV y F post-fusión del hMPV  “wild-type” y  quimeras F-410 y F-411.  
Grupos de cinco ratones hembras fueron inoculados con dos dosis de 10µg de las proteínas indicadas 
en la parte superior de cada panel. Las proteínas F “wild-type” del hRSV y las quimeras F-410 y F-411 
están estabilizadas en la conformación pre-fusión mientras que la proteína F del hMPV está estabilizada 
en la conformación post-fusión. Una semana después de la última dosis los ratones se sacrificaron y se 
obtuvo su sangre por punción cardiaca. A. ELISA de los sueros de los ratones inmunizados con las 
proteínas indicadas en la parte superior de cada panel frente a las proteínas indicadas en la parte 
inferior. B. Ensayo de microneutralización de los virus de hRSV y hMPV con los sueros de ratones 
inmunizados con la proteína indicada en la parte superior de cada panel.  
h PV F              F-410                  F-411
A. B. 
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En resumen, los resultados de este apartado demuestran que es posible 
obtener proteínas F quiméricas basadas en la forma pre-fusión de la proteína F del 
hRSV incorporando cambios en el sitio antigénico IV que la asimilan a la proteína F 
del hMPV. Estas proteínas son capaces de inducir en ratones anticuerpos que se 
unen a la proteínas F del hMPV y que tienen una actividad neutralizante frente al 
hMPV. Estos resultados expanden aún más las posibles aplicaciones de proteínas 
F quiméricas para el diseño de vacunas “universales” frente a dos de los 
pneumovirus más prevalentes en humanos. 
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V. DISCUSIÓN 
1. Obtención de AcMs específicos de la conformación post-
fusión de la proteína F del hMPV 
En este trabajo se presenta un grupo de AcMs específicos del motivo 6-HB, 
que está presente exclusivamente en la conformación post-fusión de la proteína F 
del hMPV. Para su obtención, se inmunizaron ratones con la proteína F del hMPV 
en su conformación post-fusión y posteriormente se les administró una dosis de 
refuerzo con la proteína GST-HRA-L-HRB, para estimular preferencialmente los 
linfocitos B que produjesen anticuerpos dirigidos frente al motivo 6-HB de la 
proteína. El método de selección de los hibridomas fue una etapa crítica en la 
obtención de estos AcMs. Así, se seleccionaron hibridomas que produjesen AcMs 
que fuesen positivos para la proteína F post-fusión y para la proteína GST-HRA-L-
HRB. Además, también se comprobó que los AcMs presentes en los 
sobrenadantes reconocían exclusivamente a GST-HRA-L-HRB y no a sus péptidos 
por separado. Esta metodología resultó exitosa para la obtención de los AcMs 
específicos de la conformación post-fusión de las proteínas F del hMPV descritos 
en este trabajo. Estrategias similares se han utilizado en nuestro laboratorio para la 
obtención de AcMs frente al dominio 6-HB de las proteínas F post-fusión del  hRSV 
(Rodriguez et al., 2015) y del PIV3 (en proceso de redacción).  
Los AcMs resultantes MF1, MF2 y MF3, fueron capaces de unirse a la 
conformación post-fusión de la proteína F del hMPV en ELISA pero no a la 
proteína pre-fusión (no mostrados). Además  los ensayos de “surface plasmon 
resonance” (SRP) demostraron también una especificidad de unión por la proteína 
F post-fusion del hMPV, como se muestra en la Figura 15 para el Fab del AcM 
MF1. Es de resaltar la alta afinidad del Fab de este anticuerpo por la proteína F 
post-fusión soluble (KD 7.94 nM) lo que hace que estos anticuerpos puedan ser 
reactivos muy útiles para estudios de caracterización estructural de la proteína F. 
Las imágenes de microscopía electrónica demostraron la unión de estos AcM al 
tallo de la proteína F post-fusión (Figura 16) de acuerdo con la localización del 
dominio 6-HB en la molécula. Sin embargo, un resultado inesperado fue que los 
tres AcMs unieron a la proteína F del hMPV en ensayos de Western-blot tanto en 
condiciones reductoras como no reductoras (Figura 13). En las condiciones de 
electroforesis, las regiones HRA y HRB deberían estar desestructuradas y por 
tanto estos AcMs no deberían reconocer a ese dominio. Es posible sin embargo, 
que aún en esas condiciones la proteína F mantenga cierta estructura secundaria 
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que permita dicha unión. De hecho, se han obtenido resultados similares con los 
AcMs específicos de conformación post-fusión del hRSV (datos no publicados). 
Además, experimentos de termoestabilidad han demostrado que los epítopos que 
reconocen estos tres AcMs dentro del motivo estructural 6-HB son más resistentes 
a la desnaturalización por calor que epítopos de otras regiones de la proteína F 
(Mas et al., 2016).  
Aunque se han descrito AcMs específicos de la conformación post-fusión 
para las proteínas F del PIV5 (Bissonnette et al., 2006), del hRSV (Palomo et al., 
2014) y del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) (Umino et al., 1990), su 
obtención se produjo de manera fortuita. Sin embargo, nuestro trabajo establece 
una metodología eficaz para la obtención de AcMs específicos de conformación 
post-fusión que se ha utilizado también eficazmente para la proteína F del hRSV y 
del PIV3.  
Por ello, este método de obtención de anticuerpos podría usarse en otros 
virus que tengan el motivo 6-HB, que no solo está presente en conformaciones 
post-fusión de la proteínas F de los Pneumoviridae, sino también en las proteínas 
F de todos los Paramyxoviridae (Lamb et al., 2007). Además, también se podría 
aplicar a virus que tengan proteínas de fusión tipo I que median en la fusión de las 
membranas viral y celular (Igonet and Rey, 2012), las cuales se encuentran en 
virus de las familias Filoviridae, Retroviridae, Arenaviridae y Coronaviridae. Esos 
AcMs podrían ser también muy útiles para estudios estructurales de esas 
proteínas, como lo han sido para estudios de las proteínas F del hMPV (Battles et 
al., 2017; Mas et al., 2016) y del hRSV (Palomo et al., 2016). 
2. Obtención y caracterización de AcMs dirigidos frente a 
distintos sitios antigénicos de la proteína F del hMPV 
Como se ha mencionado en la introducción, los anticuerpos neutralizantes 
juegan un papel determinante y primordial en la protección frente a la infección por 
el hMPV (Alvarez et al., 2004; Hamelin et al., 2005; MacPhail et al., 2004; van den 
Hoogen et al., 2007). Además, la proteína F es el único antígeno viral capaz de 
inducir anticuerpos neutralizantes y protectores frente al hMPV (Biacchesi et al., 
2005; Skiadopoulos et al., 2004b; Tang et al., 2003). Por ello, se procedió a 
obtener AcMs neutralizantes para la caracterización antigénica detallada de la 
proteína F del hMPV.  
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La experiencia adquirida en nuestro laboratorio con el hRSV fue de gran 
ayuda para decidir qué inmunógeno utilizar para obtener AcMs neutralizantes. En 
el caso del hRSV la mayoría de los AcMs neutralizantes más potentes se unen a la 
forma pre-fusión de la proteína F del hRSV (Magro et al., 2012), especialmente al 
sitio antigénico Ø, presente exclusivamente en esta conformación de la proteína 
(Gilman et al., 2016a; McLellan et al., 2013b). Ya que en ese momento no se 
disponía de la forma pre-fusión de la proteína F del hMPV, se decidió inmunizar 
ratones con la forma monomérica, puesto que en el hRSV esta forma mantiene 
epítopos presentes en la forma pre-fusión de la proteína (Swanson et al., 2011). 
Después de la fusión celular, se seleccionaron aquellos hibridomas que produjesen 
AcMs capaces de neutralizar la infectividad del hMPV, así como otros que 
generasen AcMs que, aunque no fuesen neutralizantes, reaccionasen con el 
monómero de la proteína. Bajo estos criterios de selección se obtuvieron todos los 
AcMs neutralizantes que se han presentado en esta tesis.  
En general, como demuestran los valores de EC50 de la Tabla 4, todos los 
AcMs neutralizantes obtenidos se unen de manera similar a las conformaciones 
post-fusión de las proteínas F de los dos los sublinajes del hMPV (post-fusión 
hMPVA1 F y hMPVB1 F) así como a la proteína pre-fusión hMPVA1 F. Este resultado 
es probable que se deba a que, como hemos demostrado recientemente en el 
laboratorio, en el caso del hMPV la mayoría de los anticuerpos neutralizantes de 
preparaciones de Igs humanas reconocen tanto a la conformación pre-fusión como 
post-fusión de la proteína F (Battles et al., 2017). Esto contrasta con lo encontrado 
para el hRSV, donde la mayor parte de los anticuerpos neutralizantes en humanos 
son específicos de la conformación pre-fusión de la proteína F. En cualquier caso, 
estas discrepancias en las especificidades de los anticuerpos neutralizantes frente 
a los dos virus podrían dar cuenta de la alta frecuencia de AcMs obtenidos frente a 
la proteína F del hMPV que reconocen las conformaciones pre- y postfusión de 
dicha proteína.   
Como se muestra en la Figura 12, algunos de los grupos de competición 
entre AcMs solapaban parcialmente y también había algunas competiciones no 
recíprocas. Las razones de estos patrones de competición solapantes entre AcMs 
dirigidos frente a los sitios antigénicos II y IV no se han podido explicar todavía. No 
obstante, podría deberse, al menos en parte, a que esos dos sitios antigénicos 
estén cercanos en la conformación post-fusión de la proteína y, debido al tamaño 
de los AcMs, se produzcan competiciones entre dos AcMs cuyos epítopos no se 
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encuentren en el mismo sitio antigénico. Una forma de solventar esos 
solapamientos sería el desarrollo de ensayos de ELISAS de competición utilizando 
la proteína F pre-fusión como antígeno, ya que esos sitios antigénicos están más 
alejados en esa conformación. Por otro lado, en vez de cambiar el antígeno se 
podrían emplear Fabs en vez AcMs, ya que estos al ser más pequeños y 
monovalentes probablemente redujesen las discrepancias observadas.  
Para localizar los sitios antigénicos donde se encuentran los epítopos a los 
que se unen estos AcMs se aislaron virus resistentes, como ya se había hecho en 
el laboratorio para el hRSV (Arbiza et al., 1992; Lopez et al., 1998). Además se 
generaron una serie de proteínas post-fusión hMPVA1 F con mutaciones simples 
descritas por Ulbrandt y col. obtenidas en virus resistentes a una batería de AcMs 
(Ulbrandt et al., 2008; Ulbrandt et al., 2006). La combinación de los resultados 
obtenidos en ensayos de unión competitiva al antígeno, de unión a proteínas 
mutantes y el aislamiento de virus resistentes es una aproximación adecuada para 
obtener información sobre la arquitectura antigénica de la proteína F del hMPV.  
Así, en este trabajo se encontraron las mutaciones A225V y A238T en la 
proteína F de los virus resistentes a los AcMs MF12, MF14 y MF15. Además, se 
comprobó que los AcMs MF9 y MF15 perdieron cierta reactividad en ELISA con las 
proteínas F post-fusión que incorporaban las mutaciones simples A238E y K242N. 
La localización de estos residuos tanto en la estructura primaria de la proteína F 
del hMPV (ver Figura 11) como en su estructura atómica (Figura 20), demostró que 
los AcMs MF9, MF12, MF14 y MF15 se unen a epítopos presentes en el sitio 
antigénico equivalente al sitio antigénico II de la proteína F del hRSV. 
Posteriormente, se obtuvo una evidencia adicional de la unión de los anticuerpos 
MF9, MF12, MF14 y MF15 al sitio antigénico II con las proteínas quiméricas F-415 
y F-416. Como se muestra en la Figura 32, la quimera F-415 perdió la reactividad 
con los AcMs MF9, MF12, MF14 y MF15 lo que de nuevo demuestra que estos 
AcMs se unen epítopos del sitio antigénico II.   
Como se muestra en la Figura 17, el AcM MF9 es el único de este grupo 
que neutraliza mejor la infectividad del hMPVB1 que la de hMPVA1. El sitio 
antigénico II de la proteína F del hMPV (residuos 223-253) de las cuatro cepas 
prototípicas del hMPV tiene la misma secuencia de aminoácidos, excepto en el 
residuo 233, donde hay una diferencia entre las secuencias del linaje A (Asp233) y B 
(Tyr233) (van den Hoogen et al., 2002). Ese residuo está muy expuesto en la 
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superficie de la proteína y podría dar cuenta de la diferencia en la capacidad del 
AcM MF9 para neutralizar a los dos sublinajes.  
Estos AcMs neutralizantes dirigidos frente al sitio antigénico II podrían 
emplearse profilácticamente para prevenir las infecciones producidas por el hMPV. 
De hecho se han patentado dos AcMs por la empresa MedImmune (AcMs 234 y 
338) dirigidos frente al sitio antigénico II de la proteína F del hMPV, cuya potencia 
en la reducción de la carga viral en “cotton rats” fue similar a la del Palivizumab  
frente al hRSV (Ulbrandt et al., 2006). Este AcM es el que se utiliza en la 
actualidad en la terapia profiláctica frente a infecciones por el hRSV (hRSV Impact 
Study Group., 1998). En ese sentido los AcMs MF12 y MF14, que son los AcMs 
más neutralizantes dirigidos frente a este sitio antigénico, podrían ser candidatos 
para uso profiláctico frente a infecciones por el hMPV. 
Otro grupo de AcMs que compitieron por la unión al antígeno fueron MF11, 
MF16 y MF20. Virus resistentes a los AcMs MF16 y MF20 tenían las mutaciones 
V397A y K401E, respectivamente. Además, en ensayos de ELISA con proteínas 
con mutaciones en el sitio antigénico IV se vio que la mutación V397F inhibía la 
unión del AcM MF20 a la proteína post-fusión hMPVA1 F, y la mutación K401T 
afectaba de manera significativa la unión del MF16 y sobre todo del MF20. Por 
último, aunque no se aislaron virus resistentes al AcM MF11 por su poca 
capacidad neutralizante, la mutación K386E redujo su unión a la post-fusión 
hMPVA1 F. La localización de los residuos 386, 397 y 401 tanto en la estructura 
primaria de la proteína F del hMPV (Figura 11) (Ulbrandt et al., 2008) como en su 
estructura atómica (Figura 25) demostró que estos tres AcMs reconocen epítopos 
situados en el sitio antigénico IV de la proteína F del hMPV. Además, Los AcMs 
MF20 y sobre todo MF16 ganaron reactividad frente a las quimeras F-410 y sobre 
todo F-411 (Figura 38), lo que corrobora que estos AcMs se unen al sitio antigénico 
IV.  
El sitio antigénico IV es un domino de la proteína F del hMPV altamente 
conservado, pues en toda su secuencia (residuos 381-420) tan solo hay cambios 
en dos posiciones al comparar cepas prototípicas de los cuatro sublinajes del virus. 
Así, en la posición 396 hay un Trp
 
en todos los sublinajes salvo en hMPVB1, que 
tiene una Arg; y en la posición 404 el linaje A tiene Asp y el B tiene Pro. En la 
estructura de la proteína F, esos dos residuos que varían entre las cepas del hMPV 
(residuos 396 y 404), se localizan muy cerca del residuo que generó la resistencia 
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del virus a la neutralización por el AcM MF20. Por eso, es probable que el epítopo 
al que se une el AcM MF20 incluya alguno de esos dos residuos, lo que explicaría 
la distinta capacidad de ese AcM para neutralizar las dos cepas (linajes A1 y B1).  
Un último grupo de AcMs, MF17, MF18 y MF19, compitieron entre sí por su 
unión al antígeno. Estos AcMs se unen de manera similar a las proteínas F post-
fusión de los dos sublinajes estudiados, así como a la pre-fusión hMPV F
 A1. Sin 
embargo solo tienen actividad neutralizante frente a hMPVB1. El sitio antigénico al 
que se unen y la aparente discrepancia de resultados entre su capacidad de unión 
a la proteína F del hMPVA1 y su capacidad para neutralizar únicamente a hMPVB1 
todavía no han podido ser estudiados en profundidad.   
En conclusión, se han aislado y caracterizado una serie de AcMs 
neutralizantes dirigidos frente a los sitios antigénicos II y IV de la proteína F del 
hMPV. Estos AcMs se unen a diversos epítopos presentes tanto en la 
conformación pre-fusión como post-fusión de la proteína y serán de gran ayuda 
para la caracterización antigénica de distintas construcciones de la proteína F del 
hMPV.  
3. Comparación de los sitios antigénicos de las proteínas F del 
hMPV y del hRSV 
La disponibilidad de las estructuras 
atómicas de la proteína F en las conformaciones 
pre- y post-fusión del hMPV, recientemente 
resueltas en nuestro laboratorio, ha hecho posible 
la localización de los epítopos a los que se unen 
los AcMs neutralizantes en esas estructuras y 
comparar la arquitectura antigénica de la proteína 
F del hMPV con la del hRSV, que está más 
ampliamente estudiada.   
 
En el caso de la proteína F del hRSV, el 
mapeo de los epítopos a los que se unen ciertos 
AcMs neutralizantes y la co-cristalización de 
fragmentos Fab unidos a la proteína o a péptidos 
lineales han permitido diferenciar 6 sitios 
Figura 41. Estructura de la proteína 
F pre-fusión del hRSV. Se muestra 
la estructura secundaria de un 
protómero  con los 6 sitios antigénicos 
coloreados. (Figura modificada de 
(Gilman et al., 2016a) 
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antigénicos principales (Figura 41). Así, se ha demostrado que los sitios antigénicos 
Ø y V son exclusivos de la conformación pre-fusión. Los epítopos que definieron 
estos sitios antigénicos se delimitaron mediante co-cristalización de la proteína pre-
fusion hRSV F unida al Fab del AcMs D25 (McLellan et al., 2013b) y al Fab del AcM 
RSV90 (Mousa et al., 2017), los cuales se unen a los sitios antigénicos Ø y V 
respectivamente. Los sitios antigénicos II, III y IV de la proteína F del hRSV  están 
presentes en ambas conformaciones de la proteína y sus epítopos se han 
delimitado en detalle gracias a la co-cristalización con los Fabs de los AcMs 
Motavizumab (McLellan et al., 2010b), MPE8 (Corti et al., 2013; Wen et al., 2017) y 
101F (McLellan et al., 2010a). El sitio antigénico I solo se ha podido ubicar en la 
estructura de la proteína F del hRSV por las mutaciones que confieren resistencia al 
AcM 2F (Magro et al., 2010). 
 
La estructura antigénica de la proteína F del hMPV está menos estudiada 
que la del hRSV. El aislamiento de virus resistentes frente a AcMs neutralizantes 
dirigidos a la proteína F del hMPV ha aportado información relevante sobre las 
similitudes y diferencias antigénicas entre esta proteína y la del hRSV. Así, Ulbrandt 
y col. (Ulbrandt et al., 2008; Ulbrandt et al., 2006) obtuvieron virus hMPV resistentes 
a AcMs neutralizantes con cambios de aminoácidos en posiciones equivalentes a 
los sitios antigénicos Ø, II, III, IV y V de la proteína F del hRSV. Los únicos epítopos 
de estas dos proteínas que no tienen hasta el momento equivalente en la otra 
proteína son el sitio antigénico I de la proteína F del hRSV (Arbiza et al., 1992), y el 
sitio antigénico 7 de la proteína F del hMPV (Wen et al., 2012; Williams et al., 2007), 
ambos situados en la región globular de la proteína. 
   
La localización de los sitios antigénicos II, IV y 6-HB en la proteína F del 
hMPV donde se unen los AcMs obtenidos en esta Tesis se muestra en la Figura 
42.A en comparación con la localización de los sitios antigénicos en la proteína F 
del hRSV. En ambas proteínas los sitios antigénicos II y IV están presentes e 
igualmente accesibles en las conformaciones pre- y post-fusión, lo que concuerda, 
con la reactividad de los AcMs dirigidos frente a epítopos de esos dos sitios 
antigénicos.  
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Al comparar la localización de los residuos de las mutaciones obtenidas en 
los virus resistentes (señalados en colores oscuros en la Figura 42) en los sitios 
antigénicos II y IV de ambas proteínas, se observa que existen residuos muy 
relevantes que, al ser mutados, provocan cambios importantes en sus 
características antigénicas. Así, las posiciones del sitio antigénico II de la proteína 
F del hMPV Ala238 y Lys242 y del sitio antigénico IV Val397 y Lys401, tienen gran 
relevancia en la unión de los AcMs neutralizantes más potentes dirigidos frente a 
estos dos sitios antigénicos. En las posiciones equivalentes de la proteína F del 
hRSV (Asn268 y Lys272 del sitio antigénico II y Arg429 Lys433 del sitio IV) también se 
han localizado cambios en virus resistentes (Arbiza et al., 1992; Wu et al., 2007b; 
Figura 42. Localización de los sitios antigénicos en las estructuras atómicas de la 
proteína F pre- y post-fusión del hRSV y del hMPV. A. Estructura atómica de la 
proteína F del hRSV en la conformación pre-fusión (código PDB 4MMV) y post-fusion 
(código PDB 3RRR), respectivamente. B. Estructura atómica de la proteína F del hMPV en 
la conformación pre-fusión (código PDB pendiente de publicación) y post-fusion (código 
PDB 5L1X), respectivamente. Los sitios antigénicos II y IV de la proteína F del hRSV están 
definidos por co-cristalización de los fragmentos Fab de los AcMs Motavizumab y 101F 
respectivamente. Los sitios antigénicos de la proteína F del hMPV están delimitados por 
homología con los del hRSV. Se muestran en colores tenues los sitios antigénicos donde 
se unen los AcMs y en colores más intensos los residuos donde se han aislado virus 
resistentes o donde se ha perdido reactividad con algún AcM en proteínas mutantes. De 
los tres sitios antigénicos donde se unen los AcMs obtenidos en esta Tesis, dos son 
compartidos en ambas conformaciones de la proteína (sitios II y IV en verde y rojo, 
respectivamente) y solo los AcM que se unen al motivo estructural 6HB son específicos de 
la conformación post-fusión de las proteínas. 
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Zhao et al., 2004). Esta coincidencia entre los “hot-spots” o sitios calientes de 
generación de resistencia a AcMs neutralizantes en ambos virus probablemente se 
deba a que los sitios antigénicos II y IV sean importantes para la funcionalidad y la 
viabilidad de la proteína y si se produjesen mutaciones en otros residuos 
generarían proteínas no funcionales que harían al virus inviable. 
Las similitudes existentes entre las estructuras físicas de las proteínas F del 
hMPV y del hRSV, y las semejanzas tanto antigénicas como estructurales de sus 
sitios antigénicos II y IV, sugieren que la estructura antigénica de la proteína F del 
hMPV debe ser muy similar a la del hRSV. Si fuese así, la forma pre-fusión de la 
proteína F del hMPV debería inducir una respuesta policlonal de anticuerpos 
neutralizantes sustancialmente más elevada que la forma post-fusión (Palomo et 
al., 2016). Así mismo, los anticuerpos neutralizantes más potentes frente al hMPV 
se unirían al sitio antigénico Ø de su proteína F pre-fusión (Gilman et al., 2016a). 
Sin embargo, sueros de ratones inmunizados con las dos conformaciones de la 
proteína F del hMPV tienen títulos de anticuerpos neutralizantes muy similares y 
los anticuerpos presentes en todos los sueros se unen de manera similar a las dos 
conformaciones. Esto quiere decir que, probablemente, en el caso del hMPV la 
mayor parte de los epítopos capaces de inducir anticuerpos neutralizantes están 
presentes tanto en la conformación pre-fusión como en la post-fusión de su 
proteína F.  
La ausencia de anticuerpos que reaccionan exclusivamente con la proteína 
F pre-fusión del hMPV en una respuesta policlonal probablemente se debe a que 
en la proteína F del hMPV hay un sitio de N-glicosilación (Asn172) en el sitio 
antigénico Ø que lo oculta al sistema inmune (Gilman et al., 2016a). Por tanto el 
sitio equivalente al que se unen los anticuerpos más neutralizantes frente al hMPV 
está aparentemente bloqueado en la proteína F del hMPV. Esta es una diferencia 
muy importante desde el punto inmunogénico entre las proteínas F del hRSV y del 
hMPV. No obstante, se han conseguido aislar esporádicamente AcMs dirigidos 
frente al sitio antigénico Ø de la proteína F del hMPV en su conformación pre-
fusión (Ulbrandt et al., 2008; Ulbrandt et al., 2006) lo que sugiere que los epítopos 
de ese sitio están muy restringidos en una respuesta policlonal pero no totalmente 
anulados.   
En resumen, se puede concluir que las proteínas F del hMPV y del hRSV 
son muy similares estructuralmente y que sus sitios antigénicos II y IV están 
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presentes e igualmente accesibles en las conformaciones pre- y post-fusión de 
ambas proteínas. Por otro lado, existen diferencias en la relevancia de los sitios 
antigénicos exclusivos de la conformación pre-fusión (Ø y V) para la inducción de 
anticuerpos neutralizantes, siendo más relevantes para el hRSV que para el hMPV. 
Por tanto, y a diferencia de lo que ocurre para el hRSV, una vacuna basada en la 
proteína F del hMPV estabilizada en su conformación post-fusión tendría la mayor 
parte de los epítopos relevantes para inducir una respuesta inmune eficaz.     
 
4. Proteínas de fusión quiméricas inducen una respuesta de 
anticuerpos cross-neutralizante y establecen una vía para el 
desarrollo de una vacuna universal frente a los pneumovirus 
Al menos desde un punto de vista teórico, el concepto de vacunas 
“universales” (Nabel and Fauci, 2010) ha atraído mucho la atención recientemente. 
En algunos casos, como el del virus de la gripe (Kanekiyo et al., 2013; Krammer 
and Palese, 2014; Yassine et al., 2015) o el del virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH) (Kwong et al., 2013), se está buscando una vacuna universal que 
supere la variabilidad de las cepas, de modo que un solo inmunógeno sea capaz de 
proteger frente a infecciones por virus con propiedades antigénicas altamente 
divergentes. En otros casos, el objetivo es desarrollar vacunas que protejan frente a 
infecciones por virus pertenecientes a una misma familia, como es el caso de los 
virus Zika y dengue de la familia Flavoviridae (Barba-Spaeth et al., 2016). También 
se están diseñando vacunas universales para bacterias como Neisseria 
meningitidis, donde se están probando variantes quiméricos de la proteína del 
factor de unión H que incorpora epítopos de cepas bacterianas altamente 
divergentes (Scarselli et al., 2011). 
 En esta tesis, se han generado una serie de proteínas quiméricas basadas 
en las proteínas F del hMPV y del hRSV. Estos dos virus son los agentes causales 
de la mayor parte de las infecciones del tracto respiratorio (ITR) en niños de corta 
edad. Desde que se demostró que el Palivizumab (Pz), un AcM neutralizante que 
se utiliza como tratamiento profiláctico en niños, reconoce un epítopo del sitio 
antigénico II de la proteína F del hRSV, este sitio ha recibido mucha atención en el 
campo del desarrollo de vacunas frente al hRSV. De hecho, el sitio antigénico II del 
hRSV se ha insertado en diferentes proteínas para inducir así una respuesta de 
anticuerpos exclusiva frente a este sitio antigénico tan importante en la inducción de 
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anticuerpos neutralizantes frente al hRSV (Correia et al., 2014; Luo et al., 2015; 
McLellan et al., 2011a). Pero los resultados obtenidos hasta la fecha habían tenido 
unos éxitos limitados, ya que los anticuerpos que se indujeron, pese a ser capaces 
de unirse al sitio antigénico II, no fueron neutralizantes. Tan solo en un caso, donde 
el sitio antigénico II del hRSV se insertó en una molécula de inmunoglobulina, se 
consiguió inducir una respuesta de anticuerpos capaz de neutralizar al hRSV in 
vitro, aunque con una eficiencia relativamente baja (Luo et al., 2015). En otro caso, 
donde se diseñaron computacionalmente estructuras que portaban variaciones del 
sitio antigénico II, consiguieron que algunas indujesen anticuerpos neutralizantes en 
algunos de los macacos inmunizados tras repetidas dosis del compuesto, pero esos 
compuestos no indujeron anticuerpos neutralizantes en ratones (Correia et al., 
2014). 
Gracias a la reciente obtención de la estructura cristalina de la proteína F 
del hMPV en la conformación post-fusión se pudo evidenciar la gran similitud 
estructural que esta tiene con la proteína F del hRSV, especialmente en el sitio 
antigénico II (Mas et al., 2016). Por ello se pensó que, si se intercambiaban 
aminoácidos entre las dos proteínas F post-fusión, se podría reproducir el sitio 
antigénico II de una proteína en la otra sin que el plegamiento ni la integridad 
estructural del sitio antigénico se viesen modificados sustancialmente en las 
proteínas quiméricas resultantes. Se obtuvieron así las proteínas quiméricas F-415 
y F-416. Estas proteínas F quiméricas se vieron al microscopío electrónico como 
estructuras cónicas características de la conformación post-fusión de la proteína F 
del hMPV. Además, en ensayos de ELISA, las quimeras mostraron propiedades 
antigénicas del sitio antigénico II de la proteína F del hRSV. De hecho, la afinidad 
del Fab del AcM Motavizumab (Mz) por la quimera F-416 fue similar a la obtenida 
con la proteína F post-fusión del hRSV, aunque la afinidad del Fab del Mz por la 
quimera F-415 fue ~4 veces menor que con la proteína F post-fusión del hRSV. El 
AcM Mz tiene contacto con 10 residuos del sitio antigénico II del hRSV (S255, 
L258, I261, N262, D263, N268, D269, K271, S275, y N276), que definen el epítopo 
al que se une este AcM (McLellan et al., 2010b). En particular, se ha demostrado 
que los residuos L258, N262 y N268 de la proteína F del hRSV son los que tienen 
mayor importancia en la interacción con los residuos de los CDRs del Fab de Mz. 
Como se muestra en la Figura 30.B, la quimera F-416 tiene esos tres residuos 
cambiados por sus equivalentes del hRSV, mientras que en la quimera F-415 los 
aminoácidos A228 (L258 en hRSV) y S232 (N262 en hRSV) aún mantienen la 
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secuencia del hMPV, lo que podría dar cuenta de la diferencia en la afinidad del 
Fab del Mz por estas dos proteínas quiméricas.  
Las quimeras F-415 y sobre todo F-416, fueron capaces de inducir una 
respuesta de anticuerpos que se unían de forma significativa a la proteína F del 
hRSV y todos los sueros de los ratones inmunizados con F-416 (y la mayoría de los 
inmunizados con F-415) neutralizaron la infectividad del hRSV. Además, todos los 
ratones inmunizados con la quimera F-416 estuvieron totalmente protegidos frente 
a un desafío con el hRSV. De los ratones inmunizados con F-415, solo dos, que 
fueron los que tuvieron mayor título de anticuerpos neutralizantes, estuvieron 
totalmente protegidos. Como se puede ver en la Figura 35, hay ratones individuales 
inmunizados tanto con F-415 como F-416 que tienen títulos de anticuerpos 
neutralizantes frente a hRSV equiparables a los obtenidos con sueros de los 
ratones inmunizados con la proteína F post-fusión del hRSV. También puede 
observarse que existe una dispersión de los valores de IC50 mucho más grande 
cuando los sueros de ratones inmunizados con las quimeras neutralizan a hRSV 
que cuando neutralizan a hMPV. No se ha podido esclarecer esta dispersión de los 
datos obtenidos, pero es probable que, cuando se evalúa la respuesta de 
anticuerpos inducida frente a un único sitio antigénico se produzcan más diferencias 
en la respuesta inmune entre los distintos ratones de un mismo grupo que cuando 
se evalúa la respuesta de anticuerpos generada frente a toda la proteína. 
Como otros estudios ya han demostrado ya la capacidad de la proteína F 
post-fusión del hMPV de inducir una respuesta inmune protectora en “cotton rats” 
(Cseke et al., 2007), hamsters (Herfst et al., 2007), ratones (Aerts et al., 2015) y 
macacos (Herfst et al., 2008b), las proteínas quiméricas F-415 y sobre todo F-416 
podrían representar una ventaja respecto a aquellas vacunas basadas en insertar 
sitios antigénicos en otras proteínas cuya única función sea la de mantener su 
integridad estructural, ya que las proteínas quiméricas podrían conferir protección 
simultánea frente a dos o más virus. 
 Mientras se estaban desarrollando  las quimeras F-415 y F-416, Wen y col. 
publicaron una quimera basada en la proteína F del hMPV que incorporaba ciertos 
aminoácidos del sitio antigénico II del hRSV (RPM-1) (Wen et al., 2016). A 
diferencia de los resultados mostrados aquí, de los 5 ratones inmunizados con dos 
dosis de RPM-1 (una dosis de 100 µg/ratón y una dosis de refuerzo con 50 µg) tan 
solo un ratón generó anticuerpos que se unieron débilmente a la proteína F del 
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hRSV y en ningún caso neutralizaron a este virus. Nuevas investigaciones son 
necesarias para determinar si la diferencia entre los resultados obtenidos con las 
quimeras F-415 y F-416 y los obtenidos con RPM-1 se deben a las diferencias entre 
los aminoácidos sustituidos o a diferentes protocolos de inmunización. En ese 
sentido, es de resaltar que las quimeras basadas en la incorporación del sitio 
antigénico II del hMPV a la proteína del hRSV tanto en su conformación pre-fusión 
como post-fusión (Figura 29) tuvieron unos muy bajos niveles de expresió. Por 
tanto, es posible que ciertos cambios de aminoácidos en el sítio antigénico II sean 
críticos para la expresión y la inmunogenicidad de este tipo de proteínas. 
Como la mayoría de los anticuerpos neutralizantes frente al hRSV 
reconocen epítopos específicos de la forma pre-fusión de la proteína F en 
humanos (Gilman et al., 2016a; Magro et al., 2012; Ngwuta et al., 2015) se planteó 
también probar si era posible insertar distintos sitios antigénicos de la proteína F 
del hMPV en la proteína F pre-fusión del hRSV. Así se generaron las quimeras F-
410 y F-411, que son proteínas F pre-fusión del hRSV, con distinto número de 
aminoácidos del sitio antigénico IV intercambiados por sus homólogos del hMPV. 
Al observar estas quimeras al microscopio electrónico se vieron moléculas con 
forma globular característica de la proteína pre-fusión del hRSV. Además, estas 
quimeras reaccionaron con AcMs específicos de la conformación pre-fusión de la 
proteína F del hRSV en ensayos de ELISA y ganaron reactividad, al menos parcial, 
con AcMs específicos del sitio antigénico IV del hMPV. También las dos quimeras 
indujeron una respuesta policlonal de anticuerpos capaces de unirse a la proteína 
F del hMPV y neutralizaron la infectividad del hMPV. 
Las proteínas F quiméricas descritas en esta tesis requieren futuras 
optimizaciones, así como la ampliación del número de sitios antigénicos 
intercambiados. No obstante, los resultados aquí descritos establecen la “prueba 
de concepto” que demuestra la posibilidad de obtener proteínas quiméricas que 
contengan epítopos de distintas procedencias, las cuales son capaces de inducir 
respuestas inmunes cross-neutralizantes y cross-protectoras frente a dos 
pneumovirus de gran relevancia clínica como son el hRSV y el hMPV (Olmedillas 
et al., 2017).  
En este sentido, ya que el sitio antigénico Ø es muy importante para la 
inducción de anticuerpos neutralizantes frente al hRSV pero no así para el hMPV, 
un buen candidato vacunal frente a infecciones por hRSV y hMPV podría ser una 
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proteína F quimérica basada en la forma pre-fusión del hRSV que tuviese los sitios 
antigénicos II y IV de la proteína F del hMPV.  
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VI. CONCLUSIONES 
 
1. La estrategia empleada para la obtención de AcMs específicos de la 
conformación post-fusión de la proteína F del hMPV, basada en la inmunización 
de ratones con la proteína F post-fusión del hMPV seguida de una dosis de 
refuerzo con GST-HRA-L-HRB, permite obtener AcMs que se unen al dominio 6-
HB de la proteína F del hMPV. Estos AcMs son muy útiles para caracterizar la 
conformación de distintas construcciones de la proteína F. 
 
2. Los AcMs dirigidos frente a los sitios antigénicos II y IV de la proteína F del 
hMPV que se describen en este trabajo reconocen a las conformaciones pre- y 
post-fusión de la proteína. Esta similitud existente entre los sitios antigénicos de 
ambas conformaciones concuerda con la semejanza observada de dichas 
regiones en las estructuras atómicas de las proteínas F pre- y post-fusión del 
hMPV, recientemente publicadas por nuestro laboratorio.  
 
3. Se han obtenido glicoproteínas F quiméricas basadas en la forma post-fusión de 
la proteína F del hMPV con el sitio antigénico II intercambiado por su equivalente 
del hRSV, así como quimeras F pre-fusión del hRSV con el sitio antigénico IV del 
hMPV. 
 
4. Las proteínas quiméricas ganaron reactividad con AcMs específicos del sitio 
antigénico del virus heterólogo y perdieron reactividad con AcMs específicos del 
sitio antigénico que se había cambiado, demostrando el uso potencial de estas 
quimeras para la identificación de residuos esenciales para unión de AcMs.   
 
5. Las proteínas F quiméricas inducen en ratones BALB/c respuestas policlonales 
de anticuerpos capaces de neutralizar a ambos virus. Además, dichos ratones 
quedaron protegidos frente a la infección por el virus heterólogo cuyo sitio 
antigénico de la proteína F se insertó en la quimera. 
 
6. Estos resultados establecen una metodología novedosa para la obtención de 
una vacuna “universal” que podría proteger frente a infecciones por todos los 
Pneumoviridae humanos. 
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